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略語一覧 
4EBP1  eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 
AGK  acylglycerol kinase 
AKT  v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 
BRAF  B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase 
CDC42  cell division cycle 42 
DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMSO  Dimethyl sulfoxide 
EGFR  epidermal growth factor receptor 
EDTA  Ethylenediaminetetraacetic Acid 
EGTA  Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid 
ERK  extracellular signal-regulated kinase 
FTIs  Farnesyl Transferase Inhibitors 
GAP  GTPase activating protein 
GEF  guanine nucleotide exchange factor 
HRAS  Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog 
HRP  Horseradish peroxidase 
IQGAP1 IQ motif containing GTPase activating protein 1 
KRAS  Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
MEK  mitogen-activated protein kinase kinase 
MLLT4  myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, 
Drosophila); translocated to, 4 
mTOR  mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase) 
NRAS  neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog 
S6K  ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 1 
PBS  Phosphate buffered saline 
PDE6D  phosphodiesterase 6D, cGMP-specific, rod, delta 
PI3K  phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 
PLCD3  phospholipase C, delta 3 
PLCE1  phospholipase C, epsilon 1 
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CRAF  Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase 
RALGDS ral guanine nucleotide dissociation stimulator 
RAGA  Ras-related GTP binding A 
RHEB  Ras homolog enriched in brain 
RIN1  Ras and Rab interactor 1 
RTK  Receptor tyrosine kinase 
SOS  son of sevenless homolog 
TBST  Tris Buffered Saline with Tween-20 
TSC1  tuberous sclerosis 1 
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 序論 
(1) RAS遺伝子変異 
 がんは遺伝子変異が細胞に蓄積し、発生・進展すると考えられている。変異により活性
化しがんを促進する遺伝子はがん原遺伝子(proto-oncogene)と呼ばれ、逆にがんの発生を抑
制する機能をもつ遺伝子はがん抑制遺伝子(tumor suppressor gene)と呼ばれる。現在まで
に多くのがん原遺伝子、がん抑制遺伝子が発見されているが、その中でも最も初期に発見
されたがん原遺伝子が RASと総称される一群の遺伝子である。 
 RAS はもともとラットに肉腫を引き起こすウイルスの原因遺伝子の名称であり、発見者
の名前から v-Ha-rasと v-Ki-rasと呼ばれる 2種類の ras遺伝子が最初に発見された。その
後ヒト膀胱がん及び肺がんの細胞の DNAからそれぞれに相同な遺伝子が単離され、HRAS 
(Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog)と KRAS (Kirsten rat sarcoma viral 
oncogene homolog)と呼ばれている[1-4]。その後 HRAS、KRASにホモロジーをもつ NRAS
が形質転換能をもつ遺伝子として発見された[5, 6]。 
 がん細胞のDNAから単離されたHRAS遺伝子を正常細胞のHRASと比較したところヌ
クレオチドが 1個だけ変化し 12番目のグリシンがバリンへと変化していることが報告され
た[7-9]。このような RAS遺伝子の点突然変異はがんにおいて最も広く観察される変異の一
つである[10]。がんにおいては、RAS の内、特に KRAS 遺伝子に変異が生じる例が多く、
膵臓がんでは 60~90%程度で KRAS 変異が生じており、大腸がんや肺がんなどでも高い割
合で KRAS変異が生じていることが見出されている。NRAS遺伝子は悪性黒色腫で特徴的
に変異が報告されており、他に大腸がん等でも高い割合で変異が生じている。HRAS は
KRAS、NRASに比較すると変異の頻度は低いが、皮膚がんなどで変異が生じていることが
報告されている。 
 RAS 変異を持つがんである膵臓がん、大腸がん、肺がん、悪性黒色腫などは患者数も多
く、さらに難治性のがんである。中でも KRAS 変異頻度が 60~90%と非常に高い膵臓がん
は治療方法が少なく、5年生存率は 5%以下となっている[11]。近年新規治療薬として EGFR
キナーゼ阻害剤である erlotinib が承認され、使用されているが、その延命効果は 10 日程
度と報告されており非常に限定的である[12]。大腸がんにおいては抗 EGFR 抗体による治
療が実用化されており治療効果をあげているが、RAS変異を持つ大腸がんは抗 EGFR抗体
による治療が全く効果を示さないことが報告されている[13]。また肺がんでは erlotinib な
ど EGFRキナーゼ阻害剤が実用化されているが、KRAS変異肺がんには効果を示さないと
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報告されている[14]。このような難治性の RAS変異がんの克服を目指すために RAS遺伝子
の機能の理解が重要である。 
 
(2) RASタンパク質の機能 
 ヒトKRAS遺伝子はオルタネティブスプライシングによりKRAS4A及びKRAS4Bとい
う 2種類のタンパク質を産生する。KRAS4Aよりも KRAS4BのmRNAが多く発現してい
ると考えられている[15]。HRAS、NRAS、KRAS4A、KRAS4B タンパク質(以降まとめて
RAS タンパク質と表記する)は 188 または 189 アミノ酸のタンパク質であるが、86 番目の
アミノ酸までは完全に同一であり、164番目のアミノ酸までは非常に高いホモロジーを有し、
C末端部分の 25アミノ酸程度の領域のみ、各 RASタンパク質固有の配列を有している(図
1)。 
 これら 4種類のRASタンパク質はC末端側のシステインがファルネシル化などの脂質修
飾を受け細胞膜内側に局在する低分子量 GTP結合タンパク質(Gタンパク質)である。EGF
などの増殖因子のシグナルが入ると、SOSなどRASのGEF (Guanine nucleotide-exchange 
factor)タンパク質が活性化し、活性化した SOSは RASを GDP結合型から GTP結合型に
変化させ、活性化する。RasGAP (GTPase-activating protein)と呼ばれる一群の因子は RAS
の持つ GTP加水分解活性を促進することにより、GTP結合型 RASを GDP結合型 RASに
変化させ不活性化する。このように、RASは GTP結合型と GDP結合型をサイクルするこ
とで制御されている[16]。がん細胞においては RAS タンパク質の特に 12、13、61 番目の
アミノ酸部位に変異が入ることが多い[10, 17]。これらのアミノ酸は GTP と結合するポケ
ットに位置しており、変異することにより、RASの GTP加水分解活性が低下し、RasGAP
による不活性化にも非感受性となる。このようなメカニズムによって、変異 RASタンパク
質は、基本的に GTPに結合し活性化状態にあると考えられている[18]。GTP結合型と GDP
結合型の RAS タンパク質は、特にスイッチ 1 領域(32-38 番目のアミノ酸)とスイッチ 2 領
域(59-67 番目のアミノ酸)と呼ばれる 2 つの領域で大きく構造が異なる[19]。この構造上の
違いにより、GTP結合型の RASタンパク質が特異的に CRAF、BRAFなどの RAFタンパ
ク質や、PI3K、RALGDSなどのタンパク質と結合しこれらのタンパク質を活性化する。同
様に活性型の RASに結合するタンパク質として RIN1、MLLT4(AF4)、PLCE1なども知ら
れており、これらのRAS結合タンパク質はエフェクター分子と呼ばれている[10, 20] (図2)。
実際スイッチ１領域に人為的な変異を導入することによって各エフェクター分子との結合
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が変化することが知られている[21, 22]。活性型の RAS はこのようなエフェクター分子と
の結合を通じて、増殖能、細胞死耐性、分化の抑制などに寄与すると考えられている。 
 
(3) 抗腫瘍標的としての RASの重要性 
 がんの発生や進展における RASの重要性は発見時から認識されていたが、がんの維持に
関しても変異 RAS が重要であることを示すデータが多く報告されている。まず RAS に対
する抗体のマイクロインジェクションにより、RAS 変異による形態異常などが正常化する
ことが報告された[23, 24]。また変異 RAS 遺伝子が特に足場非依存的ながん細胞の増殖や
in vivo での増殖に必要であることが遺伝子破壊の実験から示された[25]。KRAS 変異によ
って誘導した肺がんや膵臓がんのマウスモデル、ならびに HRAS 変異を用いた黒色腫のモ
デルを用い、変異 KRASや変異HRASの発現を遮断することにより、がんが縮小すること
も報告されている[26-28]。さらに siRNA や shRNA といった手法によって RAS をノック
ダウンし阻害することにより、変異 RAS遺伝子を持ったヒトがん細胞が特異的に細胞死を
起こすことが示されている[29-31]。従って、RAS タンパク質は特に RAS 変異がんにおい
て非常に重要な治療標的であると認識されている。 
 そこで以下には、KRAS変異がんにおいて KRAS関連の治療標的候補と、阻害剤の実例、
および現状を示す。 
 
(4) RAS直接結合阻害剤の現状 
 RAS阻害剤取得の試みは古くからなされているが、現在に至るまで RASを直接的に阻害
する化合物でヒトにおいて十分な薬効を示したものはない。最近、Kobe0065[32]や RAS 
G12C変異体選択的阻害剤[33]など興味深い阻害剤が報告されているが、RAS変異細胞に対
する活性はそれほど強くなく、臨床応用に耐えうるだけの活性があるかどうかについては
未検討である。GTP の結合が RAS の活性に必須であることから、GTP 結合サイトを狙っ
た低分子化合物探索も考えられる。しかし RASと GTP/GDPとの結合が非常に強固である
こと、さらに細胞内 GTP濃度が高いため、GTPよりも優先して RASに結合し阻害するよ
うな阻害剤の開発は難しいものと認識されるに至っている。最近になってGDPアナログで、
G12C 変異体に特異的に作用する SML-8-73-1 などの興味深い化合物が報告されているが、
現状では細胞増殖抑制活性も弱く、実用化まではさらなる改善が必要である[34, 35]。その
他にも RAS直接阻害剤の報告はあるが活性が弱いなどの問題点があり、実用化まで見通せ
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ない状況である[36]。 
 
(5) RASの脂質修飾に関連するタンパク質の阻害剤 
 歴史的に、RAS関連で臨床応用が最初に検討された阻害剤は、RASの C末端付近のシス
テインの脂質修飾を担うファルネシルトランスフェラーゼの酵素阻害剤(FTIs：Farnesyl 
Transferase Inhibitors)である。RAS タンパク質は脂質修飾され細胞膜に局在することが
その機能にとって必須であり、FTIsは RASの機能を阻害できると想定された。FTIsとし
て tipifarnibなど多くの化合物の臨床試験が実施されたが、現在までにがんでの明確な有効
性は示されていない[37]。前臨床研究から、KRAS、NRASタンパク質は FTIs によりファ
ルネシル化が阻害された際、他の脂質修飾であるゲラニルゲラニル化されることが判明し、
FTIsはこれらのタンパク質の活性を阻害できないと考えられるに至っている[38]。さらに、
多くの他の低分子量 Gタンパク質もファルネシル化されることが分かっており、FTIsには
RAS選択性はないものと考えられる[37, 39]。 
 近年、KRAS の脂質修飾を認識し、KRAS の細胞内局在を制御するタンパク質と考えら
れる PDE6D (phosphodiesterase 6D, cGMP-specific, rod, delta)の阻害剤も報告されおり、
RAS変異がんに対して活性を示している[40]。しかし PDE6Dは HRASや ARL2、ARL6、
RHO6、RHEB などとも結合することが報告されており、RAS 選択的ではないことも考え
ると[41]、PDE6D 阻害剤がどれ程の安全性をもって KRAS 変異がんに薬効を示すものか、
今後の研究結果が待たれる。 
 
(6) RASの下流のタンパク質の阻害剤 
 現在RASシグナル伝達の下流タンパク質を標的とした化合物について精力的な解析がな
されている。RAF阻害剤、PI3K阻害剤、さらには RAFの下流を標的としたMEK1/2阻害
剤、PI3Kの下流を標的とした AKT阻害剤、mTOR 阻害剤などが前臨床、臨床で検討され
ている。 
 前臨床研究においては PD0325901 や AZD6244、trametinib などの MEK1/2 阻害剤は
RAS変異がん細胞に阻害活性を示すことが報告されている[42, 43]。しかし PD0325901は
肺がん患者での第 2 相臨床試験において有効性を示さなかった[44]。AZD6244 も膵臓がん
患者での第 2相試験において有効性を示さなかった[45]。一方 AZD6244の大腸がんの試験
では対照薬とほぼ同等の効果を示した [46]。KRAS 変異がん患者のみを対象とした
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AZD6244 の肺がんの第 2 相臨床試験では、docetaxel との併用で有効性を示したが、同時
に有害事象も増加しており、現在進行中の第 3相試験の結果が待たれる状況である[47]。ま
たBRAF変異悪性黒色腫で有効性を示し現在臨床で使用されている trametinibについても、
膵臓がんの試験では有効性を示さなかった[48]。 
 RAF のキナーゼ阻害剤 PLX4720 や GDC-0879、sorafenib などは BRAF 変異がん細胞
に対しては RAF 活性の阻害と増殖阻害効果を示すものの、RAS 変異がん細胞においては、
むしろMEK1/2の活性を増加させ、増殖を促進することが判明した [49, 50]。RAF阻害剤
により、BRAF、CRAF間のホモダイマー、もしくはヘテロダイマーの形成が促進され、結
果的に RAFダイマーの活性が促進されるものと考えられている。 
 PI3K、AKT、mTORなど他の因子を標的とした阻害剤に関しては、今までのところ RAS
変異がんに対し臨床で明確な薬効を示した化合物はないと思われる[10]。しかし、RAS と
結合できない PI3K変異体を用いた解析から、RAS変異肺がんの発生に RASと PI3Kの結
合が必須であるとの報告もあることから[51]、PI3K やその下流の AKT、mTOR に関して
も RAS変異がんにおいて一定の寄与は果たしているものと考えられている。 
 これらの下流の因子の検討の中で、シグナル経路間のクロストークやフィードバックに
ついても知見が深まってきた。例えば ERK1/2 により CRAFがリン酸化され抑制されるこ
とや、ERK1/2 により EGFR や HER2 がリン酸化され抑制されることが報告されており
MEK1/2 阻害剤処理時に、RAF の活性化や PI3K の活性化が生じることが報告されている
[52, 53]。一方、AKTや下流であるmTORの阻害剤により、複数のレセプターチロシンキ
ナーゼが活性化し、PI3K や ERK1/2 が活性化することも報告されている[54, 55]。このよ
うなメカニズムにより、各因子の阻害剤が単独では十分に効果を示さないということも十
分想定される。 
 そのため、近年 RAS変異がんに対してMEK1/2阻害剤と PI3K阻害剤や AKT阻害剤、
BCL-2 阻害剤などの併用が検討されており前臨床モデルにおいては顕著な効果を示してい
る[56-59]。しかし、複数の化合物の併用によって毒性の上昇も懸念されることから、今後
の臨床試験結果が待たれる状況である。 
 また siRNA を使ったスクリーニングにより RAS 変異がんを特異的に傷害しうる標的も
複数提案されているが、さらなる検証が必要な段階である[30, 31, 60-63]。 
 
(7) 本研究の目的 
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 以上述べてきたように、様々な標的や手法を通じて RAS変異がんの治療薬の開発が試み
られてきたものの、現在もなお具体的な治療法の開発に至っていない。従って、RAS 変異
がんの治療法開発を目指すために、特に RASタンパク質の制御や、RASの下流に関与する
因子をさらに深く理解することが重要である。そこで本研究においては、非常に難治性で
あり KRAS変異率の非常に高い膵臓がんに着目した。膵臓がん細胞での KRASの機能によ
り深く迫ることを目指し、マススペクトロメトリーを用い、KRAS 結合タンパク質の網羅
的な解析を行った。この解析から新規のKRAS結合タンパク質として IQGAP1を見いだし、
解析した。IQGAP1の解析結果について第 1章で報告する。同様に同定した AGK、PLCD3
タンパク質については第 2 章で報告する。これらの検討に並行して KRAS 変異膵臓がん細
胞の解析においてmTORタンパク質が重要な役割を果たしていることが判明した。そこで
第 3章では KRASとmTORの関係、及びmTOR阻害剤の膵臓がん細胞に対する作用につ
いて報告する。 
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図 1 HRAS、NRAS、KRAS4B、KRAS4Aのアミノ酸配列の比較 
各タンパク質のアミノ酸配列を Uniprot から取得し、ClustalW を用いて配列を比較した。
＊は完全同一アミノ酸、：は性質の似たアミノ酸を示している。 
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図 2 RASタンパク質の制御するシグナル伝達経路 
Stephenらの報告を改変して示した[10]。 
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第 1 章：KRAS 結合タンパク質の同定と新規 KRAS 結合タンパク質 IQGAP1
の解析 
緒言 
 膵臓がんにおける KRAS の役割を解析するため、マススペクトロメトリーを用いた網羅
的KRAS結合タンパク質の解析を行った。この中で、IQGAP1 (IQ motif containing GTPase 
activating Protein 1)タンパク質を新規の KRAS結合タンパク質として同定した。IQGAP1
は 195 kDa 程度のタンパク質であり calponin homologyドメイン、WWドメイン、IQモ
チーフ、RasGAP related ドメインを持つ。IQモチーフの領域で BRAF、MEK1/2などと
結合し、WW ドメインで ERK1/2と結合し、RasGAP related ドメインにおいて RAC1、
CDC42 と結合することが知られている[64]。特に BRAF、MEK1/2、ERK1/2 については
RASの下流の因子として知られており、IQGAP1はこれらのタンパク質に結合することで、
RAF-MEK1/2-ERK1/2経路を活性化するものと考えられている[65-67]。今回の検討におい
て、KRAS もまた IQGAP1 に結合することが分かったことから、IQGAP1 と KRAS の関
連を解析し、膵臓がんにおける IQGAP1の機能解析を行った。 
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材料および方法 
(1) 細胞株 
 PANC-1細胞株は American Type Culture Collectionから購入した。293A 細胞株は Life 
Technologiesから購入した。SUIT-2細胞株はヒューマンサイエンス研究資源バンクから購
入した。 
 PANC-1、293A細胞株は 10% FBSを含む DMEM培地中、37℃、5% CO2存在下で培養
した。SUIT-2細胞株は 10% FBSを含む RPMI1640培地中、37℃、5% CO2存在下で培養
した。 
 
(2) プラスミドベクターの構築 
 哺乳類細胞発現用プラスミドとして pCIneo (Promega)を用いた。PCRを用いて各遺伝子
を増幅し、制限酵素サイトに入れる方法、または Infusion 試薬(タカラバイオ)を用いた方
法でプラスミドベクターに組み込んだ。本論文において、KRAS遺伝子として KRAS4B配
列を用いた。変異導入は、QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)に
準じて行った。第 1 章中で使用したプラスミドベクターについて表 1 にまとめた。なお、
KRAS(G12V)は野生型KRASの12番目のアミノ酸であるグリシン(G)をバリン(V)に変異し
たタンパク質を示し、KRAS(G12V, T35S)は 12番目のグリシン（G）がバリン(V)に変わる
とともに 35番目のスレオニン(T)がセリン(S)に変異したタンパク質を示す。 
 
表1：　第1章の実験で使用したプラスミドベクター
名称 Plasmid backbone insert (transgene) tags
RAS 関連ベクター
FLAG-KRAS(G12V) pCIneo KRAS(G12V) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(WT) pCIneo KRAS(WT) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(S17N) pCIneo KRAS(S17N) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(G12V, T35S) pCIneo KRAS(G12V, T35S) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(G12V, E37G) pCIneo KRAS(G12V, E37G) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(G12V, Y40C) pCIneo KRAS(G12V, Y40C) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(G12V, C185S) pCIneo KRAS(G12V, C185S) FLAG (N-term)
Myc-KRAS(WT) pCIneo KRAS(WT) Myc (N-term)
FLAG-HRAS(WT) pCIneo HRAS(WT) FLAG (N-term)
FLAG-NRAS(WT) pCIneo NRAS(WT) FLAG (N-term)
IQGAP1 関連ベクター
Myc-IQGAP1 Full pCIneo IQGAP1(full: 1-1657aa) Myc (N-term)
Myc-IQGAP1 N1 pCIneo IQGAP1(1-863aa) Myc (N-term)
Myc-IQGAP1 C pCIneo IQGAP1(864-1657aa) Myc (N-term)
Myc-IQGAP1 N2 pCIneo IQGAP1(1-431aa) Myc (N-term)
Myc-IQGAP1 N3 pCIneo IQGAP1(432-863aa) Myc (N-term)
Myc-IQGAP1 N4 pCIneo IQGAP1(432-744aa) Myc (N-term)
Myc-IQGAP1 N5 pCIneo IQGAP1(713-863aa) Myc (N-term)
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(3) siRNA 
 siRNA は Dharmacon 社から購入した。以下のカタログ番号のものを使用した。
D-001810-01 (siControl) 、 J-005069-08 (siKRAS) 、 J-004694-06 (siIQGAP1#1) 、
J-004694-09 (siIQGAP1#2)。 
 
(4) KRAS結合タンパク質のマススペクトロメトリーによる解析 
 7.5×105個の PANC-1 細胞、SUIT-2 細胞をそれぞれ 60 mm プレートに播種し、翌日
Lipofectamine LTX (Life Technologies) を 用い て 、 pCIneo ベ クタ ー 、ま たは
FLAG-KRAS(G12V)、FLAG-KRAS(S17N)発現ベクターを導入した。翌日 100 mmプレー
トに継代し、さらに 2日後に各細胞を冷やした PBSで 2回洗浄後、フォスファターゼ阻害
剤カクテル(P2850、P5726 どちらも Sigma Aldrich)とプロテアーゼ阻害剤カクテル
(Complete EDTA free、Roche) を加えたLysis buffer M (50 mM Tris-HCl、pH 7.5、150 mM 
NaCl、1 mM EDTA、1% Triton X-100)を 500 μL添加した。セルスクレーパーで細胞を
回収し、氷上で 20分放置後、14000 rpm、4℃で 20分間遠心し、上清を回収することで細
胞ライセートとした。各細胞ライセートのタンパク質量をそろえた上で、抗 FLAG M2 抗
体アフィニティーゲル(Sigma Aldrich)を加え、4℃で 2時間穏やかに振盪しながら混合した。
ゲルを 500 μLの buffer W1 (50 mM Tris-HCl、pH 7.5、150 mM NaCl、1% Triton X-100)
で 2回洗浄し、さらに 500 μLの buffer W2 (50 mM Tris-HCl、pH 7.5、150 mM NaCl、
0.1% Triton X-100)で 2回洗浄した。回収したゲルに、100 μLの溶出 buffer (100 ng/mL 
FLAGペプチド(Sigma Aldrich)、50 mM Tris-HCl、pH 7.5、150 mM NaCl、0.1% Triton 
X-100)を添加し、30 分振盪した。遠心して上清を回収し、マススペクトロメトリー解析に
供した。マススペクトロメトリー解析は以下のように行った。 
 遠心上清より、メタノール/クロロホルム沈殿法により界面活性剤及び塩の除去を行った
[68]。すなわち 50 μLの上清に 200 μLのメタノール、50 μLのクロロホルム、150 μ
Lの蒸留水を順次加え、激しく撹拌した。溶液を遠心し 2層に分離させ、水槽を除去後、ク
ロロホルム層に 200 μL のメタノールを加え、激しく撹拌した。沈殿した蛋白質を遠心に
より回収した後に、沈殿を遠心エバポレーターにより乾固した。沈殿は、12.5 μLの 8 M 
urea、 50 mM Tris-Cl、pH 8.0、10 mM EDTA、0.005% n-dodecyl-β-D-maltopyranoside 
(DM)溶液に溶解した後、1.25 μLの 100 mM dithiothreitol、100 mM NH4HCO3、pH 8.0
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溶液を加え、37°C、20分間、穏やかに撹拌し、蛋白質を還元した。溶液は 25°Cに冷却
した後、1.25 μLの 100 mM iodoacetamide、100 mM NH4HCO3、pH 8.0溶液を加え、
25°C、20分間、穏やかに撹拌し、蛋白質をアルキル化した。蛋白質溶液に 85 μLの 50 mM 
Tris-Cl、pH 8.0、0.005% DM溶液を添加し、urea濃度を 1 Mに下げた後に、10 μLの
50 ng/µL trypsin (Modified trypsin、Promega)を含む 50 mM Tris-Cl、pH 8.0、0.005% DM
溶液を加え、37°C、12時間処理し蛋白質を消化した。 
 蛋白質消化溶液は Stage Tips にて脱塩、濃縮した[69]。Empore Disk C18 (3M)を 0.9 mm
径で 2 片切り抜き、ピペットチップ(P200、Rainin)に挿入した。この Stage Tip をそれぞ
れ 20 µLのMethanolで活性化、5% formic acid containing 50% acetonitrileでコンディ
ショニング、5% formic acidで平衡化した。サンプルをロードした後、5% formic acidで
洗浄し、40 μLの5% formic acidを含む50%アセトニトリルにて脱塩ペプチドを溶出した。
溶出したペプチドはバイアル中で遠心エバポレーターを用いて完全に乾固し、12 μLの5% 
formic acidに溶解した。 
 Flow splitterにて流速 200-300 nL/minに調整した Agilent 1100液体クロマトグラフィ
ーシステムを LTQ-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific)または LTQ-Orbitrap XL (Thermo 
Fisher Scientific)に接続し解析を行った。Inertsil ODS-3 C18 (3 μm、GL Sciences)を充
填し内製したエレクトロスプレーイオン化チップカラム(100 μm internal diameter ×
150 mm length)を用い、100分以上をかけ、5-28%のアセトニトリル濃度勾配を用いペプ
チドを溶出した。サンプル量は 4 μL、すべての測定は duplicateで行った。タンデム質量
分析データは、Mascot (Matrix Sciences)[70]を用い、IPI human database[71]を参照検索
した。同定蛋白質は、target-decoy approachを用い蛋白質レベル 1% false discovery rate
にて選定した[72]。蛋白質の定量は spectral count法により行った。尚、peptide #は上記
基準を満たした各蛋白質の同定ペプチド数であり、蛋白質の量を反映する[73]。また、score
はMascot scoreであり、蛋白質の同定の信頼度を反映する。 
  
(5) ウェスタンブロッティング解析 
 細胞ライセートまたは免疫沈降したサンプルを SDS-PAGE で展開後に PVDF 膜に転写
した。PVDF膜は 5% skim milk (Life Technologies)を加えた TBSTでブロッキングした。
一次抗体として以下のものを使用した。抗 IQGAP1 抗体は Millipore から購入した。抗
BRAF、KRAS 抗体は Santa Cruz Biotechnology から購入した。抗リン酸化 ERK 
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(T202/Y204)、ERK抗体は Cell Signaling Technologyから購入した。2次抗体として HRP
が結合した anti-rabbit IgGまたは anti-mouse IgG (どちらも GE healthcare)を使用した。
HRPが結合した抗 FLAG M2抗体(Sigma Aldrich)、HRPが結合した抗Myc抗体(医学生
物学研究所)もあわせて使用した。Western Lightning ECL Pro (PerkinElmer)を用いて、
HRPに由来する化学発光を検出した。 
 
(6) FLAG-RASタンパク質の免疫沈降 
 PANC-1 細胞を用いた免疫沈降実験においては、FLAG-KRAS(G12V)のプラスミドベク
ターを PANC-1細胞に Lipofectamine LTX (Life Technologies)を用いて導入した。3日後
に、細胞を冷やした PBSで洗った後、buffer A (50 mM Tris HCl、pH 7.5、150 mM NaCl、
10 mM MgCl2、1 mM EGTA、1%-Triton X-100) にフォスファターゼ阻害剤カクテル
(P5726、P0044：共に Sigma Aldrich)および Complete EDTA free を加えた溶液で溶解さ
せた。遠心して上清のみを回収し、細胞ライセートを調製した。タンパク質濃度は Bio-Rad 
DC assay kit (Bio-Rad)を用いて測定した。各サンプルでタンパク質濃度をそろえた上で、
抗FLAG M2抗体アフィニティーゲルを加え、4℃で 2時間穏やかに振盪しながら混合した。
ゲルは buffer Aで 5回洗浄した後、抗 FLAG M2抗体アフィニティーゲルに結合したタン
パク質を溶出 buffer S (114 mM Tris-HCl、pH 6.8、1.8 mM SDS、18 mM glycerol、100 mM 
dithiothreitol)で回収した。 
 図 6cにおいては、まず siRNAを Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies)を用い
て導入し、翌日プラスミドベクターを Lipofectamine LTXを用いて導入した。その後は同
様の作業を行った。 
 293A 細胞を用いた免疫沈降実験においては、プラスミドベクターを 293A 細胞に
Lipofectamine LTXを用いて導入した。翌日、培地を DMEM + 0.5% FBSに置換し、さら
に 24時間培養した。その後 PANC-1細胞と同様に細胞ライセートを作製し、同様の免疫沈
降の作業を行った。 
 
(7) エレクトロポレーションによるトランスフェクション 
 図 6bにおいて、PANC-1細胞に siRNAをLipofectamine RNAiMAXを用いて導入した。
翌日、トリプシンを用いて細胞をプレートから剥離させた後、Neonトランスフェクション
システム(Life Technologies)を用いてMyc-IQGAP1プラスミドを導入した。導入条件は、
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1200 Volt、20 msec、2 pluseであった。エレクトロポレーションから 2日後、細胞を冷や
した PBSで洗った後、buffer B (50 mM Tris-HCl、pH 7.5、150 mM NaCl、1 mM EDTA、
1 mM EGTA、50 mM NaF、1 mM sodium orthovanadate、5 mM sodium pyrophosphate、 
1% Triton X-100)にフォスファターゼ阻害剤カクテル(P5726、P0044)および Complete 
EDTA free を加えた溶液で溶解させ、遠心して上清を回収し細胞ライセートを調製した。
細胞ライセートをウェスタンブロッティング解析した。 
 
(8) 細胞増殖試験 
 IQGAP1を十分にノックダウンするため、10 nMの siRNAを Day 0と Day2に 2回、
Lipofectamine RNAiMAXを用いて導入した。Day 3に PANC-1細胞をトリプシンを用い
て剥離させ、96 ウェルプレートに 2000細胞ずつまいた。この際、細胞培養液として 10% 
FBS または 2% FBS を加えた DMEM 培地を使用した。Day 4 と Day 7 に ATPlite 
(PerkinElmer) を添加し発光の強度を検出することで、細胞内 ATP量を測定した。細胞内
ATP量は細胞数に比例すると考えられる。Day 4と Day 7の ATPlite測定の比を取ること
で、この期間の細胞増殖速度を算出した。 
 同様に 2 回の siRNA の導入をしたうえで、10% FBS を含む DMEM 培地で培養した
PANC-1細胞のライセートを Day 3に回収し、ウェスタンブロット解析を行った。 
 
(9) ヒト正常膵臓、膵臓がんにおける IQGAP1の発現解析 
 Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Arrayを用いて、遺伝子発現量を
取得し、集積している BioExpressシステム(Ocimum Biosolutions)から IQGAP1の発現量
のデータを取得した。正常膵臓組織のデータ数はN = 28であり、膵臓がん組織のデータ数
は N = 44であった。平均と標準偏差を計算し、図示した。 
 
(10) 統計解析 
 p値は、スチューデントの t検定の手法を用い、等分散 2標本の両側検定を行い計算した。 
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結果 
(1) 膵臓がん細胞を用いた KRAS結合タンパク質の網羅的解析 
 膵臓がん細胞株における KRAS の機能に迫るために、KRAS 結合タンパク質のプロテオ
ームワイドな解析を膵臓がん細胞を使用して行うこととした。膵臓がん細胞株としては
KRAS 変異体の膵臓がん細胞株である PANC-1 細胞、SUIT-2 細胞を使用することとした。
本論文において KRAS プラスミドとして、メインのアイソフォームと考えられている
KRAS4Bを一貫して用いた。GTPを分解することが出来ず常に活性型になっていると考え
られる KRAS(G12V)変異体、及び GDP と結合し不活性型になっていると考えられている
KRAS(S17N)変異体をそれぞれ FLAG タグを付けた形で pCIneo ベクターに組み込み、そ
れぞれのプラスミドを各細胞株に一過性に導入し発現させた。抗 FLAG 抗体を用い
FLAG-KRAS タンパク質を免疫沈降し、マススペクトロメトリーで解析することにより
KRAS 結合タンパク質を同定した。どちらの細胞株においても、ARAF、BRAF、CRAF、
RIN1 といった既知のエフェクター分子が KRAS(G12V)特異的に検出された。KRAS の脂
質修飾に関与するファルネシルトランスフェラーゼ(FNT A/B)や、RAP1GDSといった既知
の RAS 修飾タンパク質は KRAS(G12V)、KRAS(S17N)に共通して検出された。従って本
アッセイにより、期待通りに KRAS結合タンパク質が検出できているものと判断した。(表
2、表 3) 
 新規 KRAS 結合因子として、特に KRAS(G12V)との結合が強いと考えられた IQGAP1、 
AGK、PLCD3 についてさらに解析をすることとした。本第１章においては IQGAP1 につ
いて結果を示す。 
 
(2) IQGAP1と変異 KRASタンパク質の結合の解析 
 マススペクトロメトリーの結果から、 IQGAP1 は特に PANC-1 細胞において
KRAS(G12V)と強い結合をしていると考えられた。そこで PANC-1 細胞において、
FLAG-KRAS(G12V)を発現させ、抗 FLAG抗体で免疫沈降後に、結合タンパク質をウェス
タンブロット法で確認した。既知のKRAS結合タンパク質であるBRAFに加えて、IQGAP1
が、FLAG-KRAS(G12V)によって共免疫沈降されることが確認された(図 3a)。 
 次に 293A 細胞を用いて、IQGAP1 と各種 KRAS 変異体タンパク質との結合を検出した
(図 3b)。293A細胞に各種 FLAG-KRAS変異体タンパク質とMyc-IQGAP1タンパク質を共
発現させ、抗 FLAG 抗体で免疫沈降を行った。Myc-IQGAP1 は FLAG-KRAS(WT)及び
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FLAG-KRAS(S17N)によって共免疫沈降されることが分かった。KRAS(G12V, C185S)変異
体は、細胞膜への局在化に必要な脂質修飾を受ける 185 番目のシステインをセリンに変え
た変異体である。KRAS(G12V, C185S)変異体はMyc-IQGAP1との結合を確認出来なかっ
た。 
 RASタンパク質はスイッチ１領域と呼ばれる 32 ~ 38番目付近のアミノ酸を介して各種
エフェクター分子と結合していると考えられている。特に HRAS においてこの付近のアミ
ノ酸の変異体と各種エフェクター分子との結合が解析されている。HRAS(G12V, T35S)は
CRAFと結合するが他のエフェクター分子であるPI3K、RALGDSとの結合はしないこと、
HRAS(G12V, E37G)は RALGDSとは結合するが CRAF、PI3Kとの結合はしないこと、さ
らにHRAS(G12V, Y40C)は PI3Kとは結合するが CRAF、RALGDSとの結合はしないこと
が報告されている[21, 22]。KRASと HRASはホモロジーが高いことから、同様の変異体を
KRAS で作製し、IQGAP1 との結合を解析した。すると、KRAS(G12V, T35S)変異体、
KRAS(G12V, E37G)変異体、KRAS(G12V, Y40C)変異体のどの変異体もMyc-IQGAP1と結
合することが判明した。HRAS(G12V, T35S)は CRAF との結合が示されていることから
KRAS(G12V, T35S)の BRAFとの結合を期待したが、KRAS(G12V, T35S)を含めてどの変
異体も BRAFとの結合を確認出来なかった(図 3b)。 
 
(3) IQGAP1のドメイン解析 
 IQGAP1タンパク質のどの部分が KRASタンパク質との結合に寄与するかを調べるため、
IQGAP1 の部分ペプチドと KRAS(WT)との結合を検討することとした。図 4a に示すよう
な IQGAP1 コンストラクトを作製し、FLAG-KRAS(WT)と共発現させ、抗 FLAG 抗体で
免疫沈降を行ったところ、全長の IQGAP1に加えて、N1 (1-863aa)、N3 (432-863aa)、 N5 
(713-863aa)のコンストラクトにおいて KRAS(WT)との結合が確認された。一方で C 
(864-1657aa)、N2 (1-431aa)、N4 (432-744aa)のコンストラクトにおいては KRAS(WT)と
の結合は検出されなかった(図 4b、c)。 
 
(4) IQGAP1と KRAS、HRAS、NRASタンパク質の結合解析 
 既存の報告において、IQGAP1 タンパク質は リコンビナント HRAS タンパク質と結合
しないことが示されている[74, 75]。そこで IQGAP1 タンパク質と各 RAS タンパク質
(KRAS、HRAS または NRAS)との結合を比較することとした。293A 細胞において
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FLAG-RASタンパク質とMyc-IQGAP1タンパク質を共発現させ、抗 FLAG抗体によって
免疫沈降実験を行った。FLAG-KRAS(WT)は Myc-IQGAP1 と共免疫沈降することが観察
されたが、FLAG-HRAS(WT)、FLAG-NRAS(WT)はどちらも Myc-IQGAP1 との結合が検
出されなかった(図 5)。  
 
(5) 膵臓がんにおける IQGAP1の機能の解析 
 次に IQGAP1 の膵臓がん細胞での役割を検証することとした。PANC-1 細胞に
Myc-IQGAP1 を過剰発現させることで、共発現させた FLAG-KRAS(G12V)に結合する
BRAF タンパク質の量が増加することが観察された(図 6a)。また Myc-IQGAP1 を単独で
PANC-1 細胞に過剰発現させたところ、ERK1/2 のリン酸化が上昇することが確認された。
この IQGAP1によるERK1/2のリン酸化の上昇はKRASのノックダウンによって阻害され
た(図 6b)。 
 内在性 IQGAP1 の KRAS と BRAF 間の結合に対する影響を確認するため、PANC-1 細
胞において IQGAP1 をノックダウンしたうえで、FLAG-KRAS(G12V)と結合する BRAF
量を観察した。すると IQGAP1 ノックダウン時に KRAS(G12V)に結合する BRAF 量が低
下することが判明した(図 6 c)。 
 一方で、PANC-1細胞において IQGAP1のノックダウン時に ERK1/2のリン酸化は低下
しなかったが、PANC-1細胞の増殖は若干低下した(図 7)。 
 さらに BioExpressの発現解析を検索したところ、正常膵臓に比較して、膵臓がんで有意
な IQGAP1の発現量の上昇が確認された(図 8)。 
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考察 
 膵臓がん細胞を用いたプロテオーム解析と各種蛋白質結合試験によって、新規 KRAS 結
合タンパク質として IQGAP1タンパク質を同定した。KRASの各種変異体との結合解析か
ら、IQGAP1は BRAFなど既知のエフェクター分子とは独立に KRASタンパク質に結合す
るユニークな結合様式を示すことが判明した。 
 IQGAP1 の過剰発現は KRAS と BRAF の結合を増強し、IQGAP1 のノックダウンによ
って KRAS と BRAF の結合は減弱した(図 6)。IQGAP1 タンパク質の部分ペプチドを用い
た解析から、IQモチーフ部分が KRASタンパク質との結合に主要な役割を果たしていると
考えられた(図 4)。この IQ モチーフは BRAF、MEK1/2 と結合することが先行研究におい
て報告されている[65, 66]。IQGAP1は多量体を形成することも示されており[76]、これら
の結果から、多量体化した IQGAP1が KRAS、BRAFと結合しこれらのタンパク質を空間
的に近づけることにより、KRAS による BRAF の活性化を促進しているのではないかと推
測している。 
 IQGAP1は KRASタンパク質とは結合したが、HRAS、NRASタンパク質との結合は弱
かった(図 5)。KRAS、HRAS、NRASの違いは C 末端側のアミノ酸であり、従って IQGAP1
は RASの C末端側部分を通じて結合しているものと考えられた。 
 IQGAP1は RAF-MEK1/2-ERK1/2経路の各因子と結合し、この経路の活性を制御するこ
とが複数の論文で報告されている[65-67, 77]。今回の検討から、IQGAP1は KRASとも新
たなメカニズムで結合し、KRAS、RAF-MEK1/2-ERK1/2 経路の活性を制御することが示
唆された。 
 一方で KRASと IQGAP1の結合が直接的なのか間接的なのかについては、未検討であり
今後の課題である。先行研究において Calmodulin タンパク質が KRAS タンパク質に結合
し HRAS、NRASとは結合しないこと[78]、Calmodulin は IQGAP1の IQモチーフ部分に
結合することが示されており[74, 79]、Calmodulin が KRASと IQGAP1の結合を仲介して
いる可能性は考えられた。一方、Calmodulinは GTP結合型の KRASタンパク質に選択的
に結合すること、またこの結合はカルシウムイオン要求性であることが示されている[78]。
他方で GDP 型の KRAS も IQGAP1 と結合すること、KRAS と IQGAP1 の結合試験には
EGTA を添加しておりカルシウムイオンはキレートされていると考えられることから、
IQGAP1と KRASの結合を Calmodulinが仲介する可能性は低いと考えている。 
 先行報告として、KRASに良く似た低分子量 Gタンパク質 RAP1が IQGAP1の IQモチ
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ーフに直接的に結合することが示されている[80]。また MRAS、RHOA、RHOC といった
低分子量Gタンパク質が IQGAP1に結合するとの報告もあり[81, 82]、これらの報告から、
KRASが IQGAP1に直接的に結合する可能性があり、今後の検討課題である。 
 IQGAP1 が膵臓がんで高発現していることは今回の解析と共に、先行研究でも複数報告
されている[83, 84]。また IQGAP1の発現ががん患者の予後と相関することが大腸がん[85]、
肝臓がん[86]、子宮体がん[87]、神経膠腫[88]で報告されている。膵臓がんにおいて発現が
亢進し、KRASと BRAFの結合を増強することで、IQGAP1が膵臓がんに深く関与してい
ると考えられる。 
 今回の検討においては、IQGAP1 のノックダウンによって PANC-1 細胞の増殖は若干低
下するものの ERK1/2のリン酸化は低下せず、結合試験や IQGAP1の過剰発現の結果から
想定された結果とはならなかった(図 7)。IQGAP1 のホモログとして IQGAP2 や IQGAP3
が存在することから、これらのホモログが IQGAP1 の機能を代償した可能性が考えられる
[89]。また RAF-MEK1/2-ERK1/2関連のフィードバック経路が関与する可能性も考えられ
る。例えば、ERK1/2の活性により正に制御されている DUSP脱リン酸化酵素群や SPRY1
は RAF-MEK1/2-ERK1/2の活性を低下させる[90, 91]。さらには ERKが RAFをリン酸化
し、RAFの活性を阻害する負のフィードバックメカニズムも知られている[52]。 
 IQGAP1はTIAM1やPLCE1などRAF以外のRASエフェクター因子とも結合すること
が報告されている[92, 93]。従って、RAF 経路のみならず、TIAM1 や PLCE1 などの下流
も含めた解析が今後の課題と思われる。また RAS 関連シグナルを変化させた際、例えば
MEK1/2阻害剤処理時や EGFR阻害剤処理時、さらには PI3K阻害剤処理時に IQGAP1が
どのように機能しているかを解析することは興味深いと思われる。 
 本研究によって、IQGAP1と KRASに新たな関係があることが判明した。近年 IQGAP1
そのものを標的とした創薬も試みられており[77]、本知見が今後の創薬研究に役立つことを
期待する。 
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表 2 PANC-1細胞を用いて同定した KRAS(G12V)結合タンパク質の一部 
 
  
K-Ras binding proteins detected with mass spectrometry in PANC1 cells transfected with FLAG-K-Ras4B
Symbol Description Score Peptide# Score Peptide# Score Peptide#
Bait
KRAS v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 1064 202 1215 163
Known effectors
ARAF v-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog 616 20
BRAF v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 251 10
MLLT4
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax
homolog, Drosophila); translocated to, 4
298 7
RAF1 v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 504 15
RIN1 Ras and Rab interactor 1 558 17
Known modulators
FNTA farnesyltransferase, CAAX box, alpha 832 28 785 27
FNTB farnesyltransferase, CAAX box, beta 448 12 473 15
RAP1GDS1 RAP1, GTP-GDP dissociation stimulator 1 972 28 1655 70
Novel binding proteins
AGK acylglycerol kinase 196 7 112 4
IQGAP1 IQ motif containing GTPase activating protein 1 1232 35 312 11
　　　　Ctrl 　K-Ras4B V12 　K-Ras4B N17
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表 3 SUIT-2細胞を用いて同定した KRAS(G12V)結合タンパク質の一部 
 
  
K-Ras binding proteins detected with mass spectrometry in SUIT2 cells transfected with FLAG-K-Ras4B
Symbol Description Score Peptide# Score Peptide# Score Peptide#
Bait
KRAS v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 1382 149 991 82
Known effectors
ARAF v-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog 307 9
BRAF v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 159 4
RAF1 v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 159 4
RIN1 Ras and Rab interactor 1 460 13
Known modulators
FNTA farnesyltransferase, CAAX box, alpha 449 16 693 26
FNTB farnesyltransferase, CAAX box, beta 271 9 396 16
RAP1GDS1 RAP1, GTP-GDP dissociation stimulator 1 712 22 1763 87
Novel binding proteins
AGK acylglycerol kinase 290 10 74 2
IQGAP1 IQ motif containing GTPase activating protein 1 76 2
PLCD3 phospholipase C, delta 3 206 6
　　　　Ctrl 　K-Ras4B V12 　K-Ras4B N17
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図 3 IQGAP1と KRASの結合の解析 
(a) FLAG-KRAS(G12V)を PANC-1細胞に発現させ、3日後に細胞ライセートを作製後、抗
FLAG 抗体を用いて免疫沈降した。抗 IQGAP1、BRAF、FLAG 抗体を用いてウエスタン
ブロット法によって解析した。 
(b) FLAG-KRAS(G12V)及び各種変異体 KRAS コンストラクトを 293A 細胞に発現させ、
翌日培地を DMEM + 0.5% FBSに置換し、さらに 24時間培養した。細胞ライセートを作
製し、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降した。抗 Myc、BRAF、FLAG 抗体を用いてウエス
タンブロット法によって解析した。  
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図 4 KRASと結合する IQGAP1のドメインの解析 
(a) 使用した各Myc-IQGAP1コンストラクト。 
(b, c) 293A細胞にFLAG-KRASまたはMyc-KRASと各Myc-IQGAP1コンストラクトを導
入した。トランスフェクションの翌日培地を DMEM + 0.5% FBSに置換し、24時間後に細
胞ライセートを作製し、抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行った。抗Myc、FLAG、βACTIN
抗体を用いてウエスタンブロット法によって解析した。 
矢頭は、各Myc-IQGAP1タンパク質の期待されるバンド位置を示している。 
各ドメインの名称としては以下の略語を使用した。CHD、calponin homology domain; WW、
polyproline-binding domain; IQ、IQ-motif; GRD、RasGAP related domain。 
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図 5 IQGAP1と KRAS、HRAS、NRASの結合の比較  
293A細胞に FLAG-KRAS、HRAS、NRASまたはMyc-KRASコンストラクトを導入した。
トランスフェクションの翌日培地を DMEM + 0.5% FBSに置換し、24時間後に細胞ライセ
ートを作製し、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降を行った。抗Myc、FLAG、βACTIN抗体
を用いてウエスタンブロット法によって解析した。 
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図 6 IQGAP1による KRASと BRAFの結合の促進 
(a) PANC-1細胞に FLAG-KRAS(G12V)、Myc-IQGAP1をトランスフェクトし、3日後に
細胞ライセートを作製した。抗 FLAG抗体を用いて FLAG-KRAS(G12V)を免疫沈降し、抗
Myc、BRAF、FLAG抗体を用いてウエスタンブロット法によって解析した。 
(b) PANC-1細胞にKRASを標的とした siRNAまたはコントロール siRNAをトランスフェ
クトし、翌日Myc-IQGAP1発現プラスミドをトランスフェクトした。プラスミドのトラン
スフェクションから 2日後に、細胞ライセートを作製し、抗リン酸化 ERK1/2、ERK1/2、
KRAS、Myc抗体を用いてウエスタンブロット法によって解析した。 
(c) PANC-1細胞に IQGAP1の 2種類の siRNA(IQ#1及び IQ#2)、またはコントロールの
siRNAをトランスフェクトし、翌日 FLAG-KRAS(G12V)プラスミドをトランスフェクトし
た。プラスミドのトランスフェクションから 3 日後に細胞ライセートを作製し、抗 FLAG
抗体を用いて FLAG-KRAS(G12V)を免疫沈降し、抗 BRAF、IQGAP1、FLAG抗体を用い
てウエスタンブロット法によって解析した。 
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図 7 PANC-1細胞に与える IQGAP1のノックダウンの影響 
(a) PANC-1細胞に 10 nMの siRNAをトランスフェクトし、Day 2にもう一度同じ siRNA
をトランスフェクトした。翌日(Day 3)継代し、Day 4に細胞ライセートを回収し、抗
IQGAP1、リン酸化 ERK1/2、及び ERK1/2抗体を用いて解析した。 
(b) 同様に処理した細胞を Day 3に 2000細胞ずつ 96ウェルプレートに播種し、培地を
DMEM + 10% FBSまたは DMEM + 2% FBSとし、増殖試験を行った。Day 4と Day 7
に ATPliteを処理し得られた値の比率を計算することで増殖速度を求めた。平均と標準偏
差を示した。**: p < 0.01。 
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図 8 膵臓がんにおける IQGAP1の発現解析 
正常膵臓、及び膵臓がん部での IQGAP1の発現を比較した。データは Ocimum Biosolutions
の BioExpress システムから取得した。正常膵臓のサンプル数は 28、膵臓がん部のサンプ
ル数は 44であり、平均値と標準偏差を計算した上でグラフとした。 
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第 2章：新規 KRAS結合タンパク質 AGK、PLCD3の機能解析 
緒言 
 膵臓がんにおける KRASの役割を解析するため、KRAS結合タンパク質の解析を行った。
新規の KRAS結合タンパク質として AGK (Acylglycerol kinase)、および PLCD3 
(phospholipase C、delta 3)を見出したため、KRASとの結合能の解析と、機能解析を行っ
た。 
 AGKは脂質のリン酸化酵素であり、モノアシルグリセロール及びジアシルグリセロール
をリン酸化することで、リゾフォスファチジン酸やフォスファチジン酸を産生する[94, 95]。
また AGK は前立腺がん、食道がん、肝臓がん、乳がんで過剰発現し、ERK のリン酸化や
JAK-STAT3シグナル、NF-kBシグナルの上昇、AKTの活性化と FOXOシグナルの低下、
に関与すると報告されている[94, 96-98]。しかし、RAS との関連についての報告はなかっ
た。 
 Phospholipase Cは phosphatidylinositol 4,5-bisphosphateを加水分解し、ジアシルグリ
セロール(DAG)とイノシトール 3 リン酸(IP3)に変換する酵素である[99]。DAG は PKC の
活性化を担い、IP3 は細胞内 Ca2+ 濃度を調節する。Phospholipase C はβ、γ、δ、ε、
ζ、ηの 6つのクラスに分けられる。Phospholipase C 酵素の中で唯一、εのタイプである
PLCE1は RASと結合する報告がある。PLCE1は他の phospholipase Cと異なり、C末端
側に 2個の RA(Ras association)ドメインを持ち、活性型 RASが RA ドメインに結合する
ことによって PLCE1 が活性化されると報告されている [100-103]。一方δタイプの
Phospholipase C には 3 つの酵素(PLCD1、PLCD3、PLCD4)が分類されている。PLCD3
は RHOAの活性を低下させることで、神経突起伸張を制御するとの報告[104]があるが、が
んとの関連や RASとの関連については報告がなかった。 
 今回私の検討から KRAS が AGK、PLCD3 と結合すること、特に AGK とは直接的な相
互作用をしていることが示唆され、さらに膵臓がん細胞の増殖に AGKの発現が必須である
ことが分かったので報告する。 
  
33 
 
材料および方法 
(1) 細胞株 
 BxPC-3、CFPAC-1、Hs766T、MIAPaCa-2、PANC-1細胞株は American Type Culture 
Collectionから購入した。PSN-1細胞株は European Collection of Cell Culturesから購入
した。293A細胞株は Life Technologies から購入した。SUIT-2細胞株はヒューマンサイエ
ンス研究資源バンクから購入した。 
 Hs766T、MIAPaCa-2、PANC-1、293A細胞株は 10% FBSを含む DMEM培地中、37℃、
5% CO2存在下で培養した。BxPC-3、CFPAC-1、PSN-1、SUIT-2細胞株は 10% FBSを含
む RPMI1640培地中、37℃、5% CO2存在下で培養した。 
 
(2) プラスミドベクターの構築 
 哺乳類細胞発現用プラスミドとして pCIneo (Promega)、pcDNA-DEST40 (Life 
Technologies)、p3×FLAG-CMV14 (Sigma Aldrich)を用いた。大腸菌発現用プラスミドと
しては pET28a (Novagen)を用いた。PCRを用いて各遺伝子を増幅し、制限酵素サイトに
入れる方法、または Infusion試薬(タカラバイオ)を用いた方法でプラスミドベクターに組
み込んだ。KRAS遺伝子として KRAS4B配列を用いた。変異導入は、QuikChange II 
Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)に準じて行った。なお FLAG-HRAS(G12V)、
FLAG-NRAS(G12V)、FLAG-KH (G12V)、FLAG-HK (G12V)は GeneArt Strings DNA 
Fragments (Life Technologies) を利用し作製した人工遺伝子を Infusion試薬を用いて
pCIneoベクターに組み込むことで作製した。表 4に本章で使用したプラスミドベクターの
一覧を記載する。 
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(3) ウェスタンブロッティング解析 
 細胞ライセートまたは免疫沈降したサンプルは SDS-PAGE で展開後に PVDF 膜に転写
した。PVDF膜は 5% skim milk (Life Technologies)を加えた TBSTでブロッキングした。
一次抗体として使用した抗体の由来は以下の通りである。抗 AGK、PLCD3 抗体は Sigma 
Aldrichから購入した。抗リン酸化 AKT (S473)、AKT、リン酸化 ERK1/2 (T202/Y204)、
ERK1/2、PARP抗体は Cell Signaling Technologyから購入した。抗 BRAF抗体は Santa 
Cruz Biotechnology から購入した。抗 CRAF抗体は BD Biosciences から購入した。2次
抗体としては HRP が結合した anti-rabbit IgG または anti-mouse IgG (どちらも GE 
healthcare)を使用した。HRPが結合した抗 FLAG M2抗体(Sigma Aldrich)、HRPが結合
した抗 V5 抗体 (Life Technologies)もあわせて使用した。Western Lightning ECL 
Pro(PerkinElmer)または Super Signal West Femto (Thermo Fisher Scientific)を用いて、
HRPに由来する化学発光を検出した。 
 
(4) FLAG融合タンパク質の免疫沈降 
 PANC-1 細胞を用いた免疫沈降実験においては、まずプラスミドベクターを PANC-1 細
表4：　第2章の実験で使用したプラスミドベクター
名称 Plasmid backbone insert (transgene) tags
RAS 関連ベクター
FLAG-KRAS(G12V) pCIneo KRAS(G12V) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(WT) pCIneo KRAS(WT) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(S17N) pCIneo KRAS(S17N) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(G12V, T35S) pCIneo KRAS(G12V, T35S) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(G12V, E37G) pCIneo KRAS(G12V, E37G) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(G12V, Y40C) pCIneo KRAS(G12V, Y40C) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(G12V, C185S) pCIneo KRAS(G12V, C185S) FLAG (N-term)
FLAG-HRAS(G12V) pCIneo HRAS(G12V) FLAG (N-term)
FLAG-NRAS(G12V) pCIneo NRAS(G12V) FLAG (N-term)
FLAG-KH(G12V) pCIneo
KRAS(1-164aa, G12V) /
HRAS (165-189aa)
FLAG (N-term)
FLAG-HK(G12V) pCIneo
HRAS(1-164aa, G12V) /
KRAS (165-188aa)
FLAG (N-term)
AGK・PLCD3 関連ベクター
AGK-V5 pcDNA-DEST40 AGK V5 (C-term)
AGK(G126E)-V5 pcDNA-DEST40 AGK(G126E) V5 (C-term)
AGK-FLAG p3×FLAG-CMV14 AGK FLAG (C-term)
PLCD3-V5 pcDNA-DEST40 PLCD3 V5 (C-term)
リコンビナントタンパク質生産関連
His-AGK pET28a AGK 6×His (N-term)
His-PLCD3 pET28a PLCD3 6×His (N-term)
His-FLAG-KRAS(G12V) pET28a KRAS(G12V) 6×His-FLAG (N-term)
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胞に Lipofectamine LTX (Life Technologies)を用いて導入した。2日後に、培地を DMEM + 
0.5% FBSに置換した。さらに 24時間培養後、細胞を冷やしたPBSで洗い、buffer A (50 mM 
Tris HCl、pH 7.5、150 mM NaCl、10 mM MgCl2、1 mM EGTA、1%-Triton X-100)に
Complete EDTA free (Roche)を加えた溶液で溶解させた。遠心して上清のみを回収し、細
胞ライセートを調製した。タンパク質濃度は Bio-Rad DC assay kit (Bio-Rad)を用いて測定
した。各サンプルでタンパク質濃度をそろえた上で、抗 FLAG M2 抗体アフィニティーゲ
ル(Sigma Aldrich)を加え、4℃で 2 時間穏やかに振盪しながら混合した。ゲルを buffer A
で 5 回洗浄した後、抗 FLAG M2 抗体アフィニティーゲルに結合したタンパク質を溶出
buffer S (114 mM Tris-HCl、pH 6.8、1.8 mM SDS、18 mM glycerol、100 mM 
dithiothreitol)で回収した。 
 293A 細胞を用いた免疫沈降実験においては、プラスミドベクターを 293A 細胞に
Lipofectamine LTXを用いて導入した。翌日、培地を DMEM + 0.5% FBSに置換し、さら
に 24時間培養した。その後 PANC-1細胞と同様に細胞ライセートを作製し、同様の免疫沈
降の作業を行った。 
 
(5) リコンビナント AGK、KRASの調製と結合試験 
 AGK遺伝子を pET28aベクター(Novagen)に組み込み、N末端に 6×Hisタグを融合し
たコンストラクトを作製した。タンパク質生産のホストとしては大腸菌 Rosetta2 (DE3)株
(Novagen)を使用した。カナマイシン(50 μg/mL)とクローラムフェニコール(28 μg/mL)
を加えた 1 Lの LB培地を用い、37℃で OD600 = 0.6~0.8程度まで培養した後、IPTG 
(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside)を 0.4 mMとなるように加えた。18℃で 20時間
培養し、遠心して大腸菌を回収した。回収した大腸菌は Bugbuster Master Mix (Millipore)
を加え室温で 20分間混合し溶解させた。8000 rpm、4℃で 15分間遠心し、上清を回収し
さらにもう一度同じ作業をし上清を回収した。こうして得られた大腸菌破砕液に対し、ベ
ッドボリューム 0.5 mLの Ni-NTAアガロース(Life Technologies)を添加し、1時間 4℃で
混合した。遠心してアガロースを回収し、カラムにつめたのち、25 mLの洗浄 buffer (20 mM 
Tris-HCl、pH 8.0、0.5 M NaCl、15% Glycerol、10 mM Imidazole)で洗浄した。溶出 Buffer 
(20 mM Tris-HCl、pH 8.0、0.5 M NaCl、15% Glycerol、0.5 M Imidazole)を添加し、15
分間 4℃で混合した後、アガロースビーズと分離し上清を回収し AGKタンパク質とした。 
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 FLAG-KRAS(G12V)を pET28aベクターに組み込み、
6xHis-thrombin-FLAG-KRAS(G12V)を発現するベクターを作製した。本ベクターを大腸菌
ArcticExpress(DE3)RILで発現させた。TB培地で大腸菌を OD600= 2.4まで培養し、IPTG
を最終濃度0.1 mM添加し10℃で21時間培養した。菌体を遠心して回収し、Lysis buffer (50 
mM Tris-HCl、pH7.4、400 mM NaCl、20 mM Imidazole、5% Glycerol、0.5 mM TCEP)
に懸濁して超音波破砕し、HisTrap FF (GE Healthcare)でNi-affinity chromatography、
続いてゲルろ過カラムである Superdex75 1660 (GE Healthcare)で精製を行い、6×
His-FLAG-KRAS(G12V)タンパク質を得た。 
 結合試験は以下のように実施した。3%の BSAを添加した buffer Aに対し、等量の 6×
His-AGKを添加し、6×His-FLAG-KRAS(G12V)を添加したサンプルと非添加サンプルを
用意した。室温で 80分放置後、抗 FLAG M2抗体アフィニティーゲルを加え、4℃で 90分
間穏やかに振盪しながら混合した。ゲルを buffer Aで 5回洗浄した後、抗 FLAG M2抗体
アフィニティーゲルに結合したタンパク質を溶出 buffer Sで回収した。 
 
(6) AGKのノックダウン実験 
 AGKのノックダウンには Life Technoligiesの Stealth RNAiを使用した。カタログ番号
は siAGK#1 (HSS124949)、siAGK#2 (HSS124948)である。コントロールとしてはNegative 
Control Medium GC Duplex (#462001)を使用した。 
 293A細胞でのノックダウン実験においては Day 0に RNAiMax (Life Technologies)を用
いて、最終濃度 20 nMとなるように siRNAを添加し、導入した。翌日(Day 1)、
FLAG-KRAS(G12V)のプラスミドベクターをLipofectamine LTXを用いてトランスフェク
トした。翌日(Day 2)培地を DMEM + 0.5% FBSに置換した。Day 3に、冷やした PBSで
細胞を洗浄後、フォスファターゼ阻害剤カクテル(P5726、P0044: 共に Sigma Aldrich)と
プロテアーゼ阻害剤 Complete EDTA freeを加えた buffer Aを用いて細胞ライセートを作
製し、ウェスタンブロット解析を行った。 
 各種膵臓がん細胞株の AGKノックダウン実験においては、RNAiMax試薬を用いて、
siRNAを最終濃度 2 nMとしてトランスフェクションした(Day 0)。2日後(Day 2)に細胞を
播種し、再度最終濃度 2 nM となるように siRNAをトランスフェクトした。Day 3に冷や
した PBSで洗浄後、フォスファターゼ阻害剤カクテル(P5726、P0044)とプロテアーゼ阻害
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剤 Complete EDTA freeを加えた buffer Aを用いて、細胞ライセートを作製し、ウェスタ
ンブロット解析を行った。 
 細胞増殖速度の測定は以下のように行った。RNAiMax 試薬を用いて、siRNAを最終濃
度 2 nMとしてトランスフェクションした(Day 0)。Day 2に細胞を 1000 cells/wellとして
96ウェルプレートに播種し、再度最終濃度 2 nMとなるように siRNAをトランスフェクト
した。2度目のトランスフェクト直後(Day 2)と、その 4日後(Day 6)に ATPlite試薬を用い
て細胞内 ATP量を測定し、Day 6と Day 2の ATP量の比を計算することで細胞増殖の指
標とした。PANC-1細胞を用いた、PD0325901 (Axon Medchem)との併用試験においては、
Day 0に siRNAをトランスフェクトし、Day 2に PANC-1細胞を 96 wellプレートに 1000 
cells/wellとして播種し、2回目の siRNAトランスフェクトを行った。6時間後に培地に
PD0325901を添加し同様の ATPliteを用いた測定を行った。 
 
(7) 統計解析 
 p値は、スチューデントの t検定の手法を用い、等分散 2標本の両側検定を行い計算した。 
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結果 
(1) AGK、PLCD3の各種 KRAS変異体との結合の解析 
 第１章において、膵臓がん細胞株を用いた KRAS 結合タンパク質のマススペクトロメト
リー解析から、新規結合タンパク質として AGK、PLCD3 を見いだした。そこで AGK、
PLCD3の機能の解析を試みた。 
 PANC-1 細胞に FLAG-KRAS(G12V)、KRAS(WT)または KRAS(S17N)を導入した。同
程度の FLAG-KRASタンパク質が発現するように導入プラスミド量を変えてトランスフェ
クトした。抗 FLAG抗体で免疫沈降したところ AGK、PLCD3ともに、どの KRAS変異体
の免疫沈降画分にも検出されたが、特に KRAS(G12V)でシグナルが強いことが判明した。
一方で BRAF タンパク質は、KRAS(G12V)とは強い相互作用を示したが、KRAS(WT)、
KRAS(S17N)との相互作用は検出されなかった(図 9a)。 
 293A 細胞においても同様に AGK、PLCD3 が FLAG-KRAS(G12V)と共免疫沈降したこ
とから 293A 細胞を使ってさらなる解析を実施した。KRAS(G12V, T35S)、KRAS(G12V, 
E37G)、KRAS(G12V, Y40C)のいずれの KRAS変異体も、多少の強度の違いはあるが AGK、
PLCD3 と共免疫沈降することが判明した。一方で KRAS(G12V, C185S)変異体は AGK、
PLCD3との結合を示さなかった(図 9b)。 
 
(2) KRAS、HRAS、NRASと AGK・PLCD3の結合の解析 
 各 RAS アイソフォームと AGK、 PLCD3 との結合を検討するために、
FLAG-KRAS(G12V)、FLAG-HRAS(G12V)、FLAG-NRAS(G12V)を発現させ FLAG タグ
による免疫沈降実験を行った(図 10a)。KRAS(G12V)、NRAS(G12V)の免疫沈降画分におい
て AGK、PLCD3 は容易に検出されたが、HRAS(G12V)の免疫沈降画分においては AGK、
PLCD3 のシグナルは弱かった。KRAS と HRAS の間の結合活性の違いをさらに解析する
ため、KRAS(G12V)と HRAS(G12V)のキメラタンパク質の検討を行った。KH コンストラ
クトは 1-164番目のアミノ酸部分まで KRAS(G12V)の配列であり、165番目以降は HRAS
の配列のコンストラクトである。一方 HKコンストラクトは、1-164番目のアミノ酸部分ま
で HRAS(G12V)の配列であり、165番目以降は KRASの配列としたコンストラクトである
(図 10b)。HKコンストラクトを使用した場合に AGK、PLCD3が顕著に検出され、KHコ
ンストラクトを使用した場合には殆ど検出されなかった。既知のエフェクター分子として
BRAF、CRAF を検出した。BRAF はどのコンストラクトにおいてもシグナルを検出した
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が、特に KRAS(G12V)、NRAS(G12V)、HK(G12V)において強いシグナルを検出した。CRAF
はどのコンストラクトでも大きな差は示さなかった。 
 
(3) AGKと PLCD3の結合の解析と AGKの多量体形成の解析 
 ここまでの結合試験においてAGK、PLCD3は似たRAS結合活性を示した。AGK、PLCD3
タンパク質同士が結合している可能性を考え、293A 細胞に FLAG タグを付けた
AGK-FLAG と V5 タグを付けた PLCD3-V5 を共発現し、抗 FLAG 抗体で免疫沈降したと
ころ、PLCD3-V5が共免疫沈降することが判明した(図 11a)。さらに AGK同士の相互作用
の可能性を検証するためAGK-V5とAGK-FLAGを共発現させ同様の実験を行ったところ、
AGK-V5 タンパク質が AGK-FLAG タンパク質によって共免疫沈降することも判明した(図
11b)。 
 
(4) リコンビナント KRASとリコンビナント AGKの結合の解析 
 次に His-FLAG-KRAS(G12V)タンパク質と His-AGK タンパク質をそれぞれ大腸菌で発
現・精製し、結合試験を実施した。抗 FLAG抗体で His-FLAG-KRAS(G12V)を免疫沈降し
たところ、His-AGKタンパク質が共沈降することが判明した(図 12)。 
 
(5) 293A細胞を用いた AGKの KRAS経路に果たす役割の解析 
 特に AGKに着目し、さらに機能解析を行った。293A細胞に KRAS(G12V)を発現させる
と、AKTのリン酸化が上昇した。AGK単独の発現では AKTのリン酸化に変化は見られな
かったが、KRAS(G12V)と AGK を同時に発現させると、KRAS(G12V)単独発現時に比較
して AKTのリン酸化がさらに上昇した(図 13 a)。 
 AGKは脂質のリン酸化酵素であり、リゾフォスファチジン酸、フォスファチジン酸を産
生するとの報告がある。そこで AKT のリン酸化促進の現象に AGKのキナーゼ活性が関与
するか否かを検証するため、キナーゼ活性が無いと報告されている AGK(G126E)変異体
[94]を使用し同様の実験を行った。AGK(G126E)変異体によっても野生型 AGK と同様に
AKTのリン酸化が上昇することが観察された(図 13a)。 
 次に内在性の AGKが同様に AKTのリン酸化に関与するか否かを調べるため、siRNAを
用いたノックダウン実験を行った。293A 細胞に AGK の siRNA を導入したうえで
KRAS(G12V)を導入したところ、KRAS(G12V)によって上昇するリン酸化 AKT量が AGK
40 
 
のノックダウンによって減弱した(図 13b)。 
 
(6) 膵臓がんにおける AGKの役割の解析 
 膵臓がん細胞での AGKの働きを調べるために、PSN-1細胞、MIAPaCa-2細胞、PANC-1
細胞を用いて AGK のノックダウンを行った。どの細胞においても、AGK のノックダウン
効率は siAGK#1で強く siAGK#2で弱かった。AGKのノックダウンによってどの細胞株に
おいても AKTのリン酸化が低下した。(図 14a-c)。特にMIAPaCa-2細胞においては PARP
の切断も明瞭に観察された(図 14b)。 
 細胞増殖への影響を検討したところ、どの細胞株においても siAGK#1により顕著な増殖
の阻害が観察された。siAGK#2 により、PSN-1 細胞で増殖が阻害されたが、siAGK#1 よ
りも効果は弱かった。同様の傾向が MIAPaCa-2 でも観察され、PANC-1 においては
siAGK#2による増殖阻害は観察されなかった。(図 14d-f)。 
 さらに複数の膵臓がん細胞株を足した上で AGK のノックダウンの検討を行った。
BxPC-3細胞株は RAS遺伝子野生型であり、それ以外の細胞は全て KRAS遺伝子変異を有
する細胞である。検討した細胞株はどれも AGKのノックダウンにより増殖が顕著に阻害さ
れた。この中で RAS 遺伝子が野生型である BxPC-3 細胞株は AGK のノックダウンによる
増殖阻害が弱めであった(図 14g)。 
 PANC-1 細胞および MIAPaCa-2 細胞での細胞内シグナルを検討した結果から、AKT の
リン酸化が低下する一方でERK1/2のリン酸化の若干の上昇が観察されていた(図 14b、c)。
そこで、MEK1/2 阻害剤との併用の効果を検討した。PD0325901 は MEK1/2 阻害剤であ
り、複数の BRAF 変異がん細胞の増殖に対して 10 nM 以下という非常に低い濃度で 50%
の増殖阻害（GI50）を示し、また KRAS変異がん細胞であるMIAPaCa-2や HCT-116など
複数の RAS変異がん細胞の増殖も 50 nM以下の濃度で 50%の増殖阻害を示すことが報告
されている[105, 106]。一方で PANC-1細胞は PD0325901に対して低感受性と報告されて
おり[107]、本検討においても 1 μMの PD0325901処理により 12%しか増殖が阻害されな
かった。そこで AGK のノックダウンと共に 1 μM の PD0325901 を処理したところ、そ
れぞれ単独の場合よりも顕著な増殖阻害が確認された(図 14h)。 
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考察 
 新規 KRAS結合タンパク質として AGK、PLCD3の解析を行った。リコンビナントタン
パク質同士が結合したことから、AGK、KRASの結合は直接的であると示唆された(図 12)。
一方で作製したリコンビナント PLCD3 タンパク質は抗 FLAG 抗体の結合したビーズその
ものにも結合してしまい、明確な結論に至らなかった(データは示さない)。293A 細胞での
検討(図 11)から、PLCD3は AGKと結合する可能性が高く、AGKと PLCD3は複合体とし
て KRASに結合しているのではないかと考えられる。 
 KRASの既知エフェクター分子との結合はスイッチ 1領域(32-38番目のアミノ酸)を介し
ていると考えられている[20]が、この領域の変異体はいずれも AGK、PLCD3と結合した(図
9)。一方で、C末端側の脂質修飾部位の変異体である KRAS(G12V, C185S)は AGK、PLCD3
と結合しなかったことから、膜への局在は結合に必要であると推察された。面白いことに
AGK、PLCD3 は KRAS との結合は強いが HRAS との結合は弱い。N 末端側は HRAS の
配列を持ちC末端側24アミノ酸部分をKRASの配列としたキメラタンパク質の検討から、
KRAS、HRASの AGKとの結合活性の違いは RASタンパク質の C末端側に由来している
と考えられた(図 10)。1 つ目の可能性として KRAS の C 末端側配列を AGK が認識するこ
とが考えられる。一方で AGK は NRAS とも結合し、HRAS とのみ結合活性が低いことか
ら、HRAS の C 末端側配列が AGK との結合を阻害している可能性も考えられる。いずれ
にしても、KRAS、NRASに選択的に結合するというユニークな挙動を示す結合タンパク質
であると言える。がんにおいては KRAS、NRAS 遺伝子の変異が多く、HRAS の変異は少
ないことが知られている。AGKや PLCD3といった結合タンパク質の解析が各 RASタンパ
ク質の役割の違いの理解に貢献すると思われる。 
 面白いことに、第 1 章で報告した IQGAP1 と KRAS の結合様式が、AGK、PLCD3 と
KRASの結合様式と、完全ではないものの類似している。AGK、PLCD3、IQGAP1という
3種のタンパク質間の関係については本報告以上の検討はしていないが、何かしらの関係が
ある可能性も考えられ、今後の検討課題であると考えられる。 
 本研究から、AGKは KRASの下流の一つである AKTのリン酸化の制御に関与している
と推測された。先行研究においても AGKが AKTのリン酸化に関与するとの報告があった
がそのメカニズムは明らかではなかった[98]。今回の検討において AGKが KRAS、NRAS
と結合すること、AGK単独の発現では AKTのリン酸化は殆ど上昇せず KRAS(G12V)との
共発現時に AKTのリン酸化の促進効果が見られること、キナーゼ活性の無い AGK(G126E)
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変異体によっても同様の現象が見られることが分かった。これらの結果から、AGKは RAS
との結合を介して AKT のリン酸化に寄与しているものと推察される。RASは PI3Kを活性
化し、PI3K の活性化により AKT のリン酸化が促進されることを考えると、AGK が RAS
に結合することで、RASによる PI3Kの活性化が増強する可能性が考えられる。 
 AGK のノックダウンによって AKT シグナルの減弱とともに膵臓がん細胞株の増殖が大
きく阻害されることが分かった(図 14)。MIAPaCa-2細胞では PARPの切断も検出されたこ
とから、増殖阻害のメカニズムの一端としてアポトーシスが惹起されていると考えられる。
AGKのノックダウンにより、試験した全ての膵臓がん細胞において増殖阻害が観察された。
面白いことに RAS 遺伝子が野生型である BxPC-3細胞においては AGK ノックダウンによ
る増殖阻害が比較的弱く、その他の KRAS 変異膵臓がん細胞には強い効果を示しているこ
とから、AGKは膵臓がん細胞の中でも KRAS変異体の細胞で強く必要とされている可能性
が示唆された。しかしRASが野生型である膵臓がん細胞はBxPC-3しか検討出来ておらず、
KRAS ジェノタイプと AGK ノックダウンに対する感受性の関連についてはさらなる検討
が必要である。 
 PANC-1細胞を用いた検討において、AGKのノックダウンによって ERK1/2のリン酸化
が上昇し、さらに AGK のノックダウンと MEK1/2 阻害剤の同時処理が相乗的な増殖阻害
を示した(図 14)。AGK と RAF-MEK1/2-ERK1/2 経路についてこれ以上の検討はしていな
いが、AKTや下流であるmTORの阻害により、レセプターチロシンキナーゼが活性化する
例が知られており、このようなフィードバックによって RAF-MEK1/2経路が活性化した可
能性が考えられる[54, 55]。また別の可能性として RASに結合した AGKが減少することに
より RAS-RAF結合が増加し、ERKのリン酸化につながった可能性もあると考えられる。
MEK1/2阻害剤は RAS変異がんに有効であるとの前臨床報告があるが、MEK1/2阻害剤は
膵臓がんの臨床試験においては限定的な薬効しか示していない[44, 45, 48]。今回の結果は、
AGKとMEK1/2 の同時阻害により RAS変異がんにさらに効果的な薬効を示す可能性があ
ることを示唆する。 
 以上の結果から、AGKが KRAS変異膵臓がんの治療標的として適している可能性が考え
られた。しかし、AKT リン酸化制御や増殖の制御は、AGKのリン酸化活性と関与しない可
能性が高いことから、AGKのリン酸化活性でなく、RASと AGKの結合を標的とする必要
があると予想される。 
 AGK が JAK2 と結合し JAK2-STAT3 シグナルを増強することも知られている[96]。こ
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の際、野生型の AGKのみならず AGK(G126E)変異体も JAK2を活性化したことから、AGK
はそのキナーゼ活性ではなく、JAK2とのタンパク質間相互作用を通じて機能していると想
定されている。AGKの機能に関する報告は多くはないが、キナーゼとしての機能だけでな
く、タンパク質間相互作用によって果たす機能もさらに解析する必要があると考えられる。
また AGKを標的とした創薬は、AKT活性のみならず STAT3活性も同時に阻害出来る可能
性がある。がんの治療標的としての AGKの可能性を検討するためにも、AGK、PLCD3の
果たす役割のさらなる理解が必要である。 
 近年、AGKの欠損がミトコンドリア病の一種である Sengers症候群 (MIM 212350)にお
いて見つかっており、原因遺伝子であると提唱されている[108-110]。Sengers 症候群の患
者は、ミトコンドリア活性の低下を示し、白内障や心筋症、筋肉障害を発症する。Bektas
らの報告によると AGKのメインの細胞内局在はミトコンドリアであり、小胞体やゴルジ体、
細胞膜にも少量存在すると考えられる[94]。一方で先に述べたように、AGK が JAK2 と結
合し活性化するとの報告もあることから、AGKは細胞膜上のタンパク質にも作用し、機能
しうると考えられる。RAS の局在は主には細胞膜であると考えられているが、ミトコンド
リアにも BCL2 と共に局在するとの報告があり[111]、腎臓の組織切片の電子顕微鏡解析か
らもミトコンドリアでの局在が報告されている[112]。RAS と AGK が細胞内のどの場所で
結合しているかは、今後の課題と考えられるが、それとともに、KRAS と AGK の結合が、
AGK の機能やミトコンドリアの機能に与える影響や、BCL2 との関連性についても、今後
の重要な検討課題と考えられる。 
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図 9 AGK、PLCD3と各種 KRAS変異体との結合の解析 
(a) FLAG-KRAS(G12V)、FLAG-KRAS(WT)、FLAG-KRAS(S17N)を PANC-1細胞に発現
させ、2日後に培養液を DMEM + 0.5% FBSに置換した。さらに 24時間培養後、細胞ライ
セートを作製し、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降した。抗 AGK、PLCD3、BRAF、FLAG
抗体を用いてウエスタンブロット法によって解析した。 
(b) FLAG-KRAS(G12V)及び各種変異体 KRAS コンストラクトを 293A 細胞に発現させ、
翌日培地を DMEM + 0.5% FBSに置換した。さらに 24時間培養後、細胞ライセートを作
製し、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降した。抗 AGK、PLCD3、BRAF、FLAG 抗体を用
いてウエスタンブロット法によって解析した。 
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図 10 KRAS、HRAS、NRASと AGK、PLCD3の結合の比較 
(a) 293A 細胞に FLAG タグを付けた KRAS(G12V)、HRAS(G12V)、NRAS(G12V)、
KH(G12V)、HK(G12V)のプラスミドを導入し、翌日培地を DMEM + 0.5% FBSに置換し
た。さらに 1 日培養後、細胞ライセートを作製し、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降した。
抗 AGK、PLCD3、BRAF、CRAF、FLAG抗体を用いてウエスタンブロット法によって解
析した。 
(b) 使用した KH(G12V)、HK(G12V)コンストラクトの概略。HVR: hyper variable region。 
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図 11 AGKと PLCD3の結合の解析と AGKの多量体化の解析 
(a) 293A細胞に AGK-FLAG及び、PLCD3-V5のプラスミドを導入し、翌日培地を DMEM 
+ 0.5% FBSに置換した。さらに 1日培養後、細胞ライセートを作製し、抗 FLAG抗体を
用いて免疫沈降した。抗V5、FLAG抗体を用いてウエスタンブロット法によって解析した。 
(b) 293A細胞に AGK-FLAG及び、AGK-V5のプラスミドを導入し、同様の実験を行った。 
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図 12 リコンビナントHis-AGKとリコンビナントHis-FLAG-KRAS(G12V)の結合の解析 
大腸菌で作製した 6×His-AGKと、大腸菌で作製した 6×His-FLAG-KRAS(G12V)を混合
し、抗 FLAG抗体で免疫沈降後に、抗 AGK、FLAG抗体で検出した。 
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図 13 KRASにより誘導される AKTのリン酸化に与える AGKの寄与 
(a) 293A細胞に FLAG-KRAS(G12V)及び AGK-V5または AGK(G126E)-V5を同時に導入
し、翌日培地を DMEM + 0.5% FBSに置換した。さらに 24時間培養後、細胞ライセート
を作製した。抗リン酸化 AKT (S473)、AKT、FLAG、V5 抗体を用いてウエスタンブロッ
ト法によって解析した。相対的なリン酸化 AKTのレベルも示した。 
(b) Day 0に、293A細胞に AGKを標的とした 2種類の siRNA（A#1、A#2）を導入した。
Day 1に FLAG-KRAS(G12V)のプラスミドをトランスフェクトし、翌日(Day 2)培地を
DMEM + 0.5% FBSに置換した。さらに 24時間培養後、細胞ライセートを作製した。抗リ
ン酸化 AKT (S473)、AKT、AGK、FLAG抗体を用いてウエスタンブロット法によって解
析した。相対的なリン酸化 AKTのレベルも示した。 
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図 14 膵臓がん細胞株での AGKのノックダウンの影響 
各種膵臓がん細胞株に 2 nMの siRNAをトランスフェクションし、2日後(Day 2)にもう一
度 2 nMの siRNAをトランスフェクトし細胞をまき直した。Day 3に細胞ライセートを作
製し、抗リン酸化 AKT (S473)、AKT、リン酸化 ERK1/2 (T202/Y204)、ERK1/2、AGK、
PARPの抗体を用いてウェスタンブロット法にて解析した。PSN-1細胞 (a)、MIAPaCa-2
細胞 (b)、PANC-1細胞 (c)。 
2度目のトランスフェクト時(Day 2)と、その 4日後(Day 6)に ATPlite試薬を用いて細胞内
ATP量を測定し、Day 6と Day 2の ATP量の比を計算することで細胞増殖の指標とした。
PSN-1細胞 (d)、MIAPaCa-2細胞 (e)、PANC-1細胞 (f)、各種細胞株 (g)。 
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(h) PANC-1細胞において 2 nMの siRNAをトランスフェクションし、2日後(Day 2)にも
う一度2 nMの siRNAをトランスフェクトし細胞をまき直した。この際、さらにPD0325901
を添加した。Day 2と Day 6に ATPliteを用いて細胞内 ATP量を測定し、その比を取るこ
とで、細胞増殖の指標とした。 
(d)-(f)では siCtrlとの比較について t検定を行った。(h)では記載の組み合わせでの t検定を
行った。グラフには平均と標準偏差を示した。*: p < 0.05、**: p < 0.01。 
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第 3章：膵臓がんにおけるmTORの役割 
緒言 
 第 3章では、KRASの下流として特にmTORに焦点をあて解析を行ったので以下に報告
する。 
 mTOR (mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase))は細胞の増大や増
殖、アミノ酸応答に中心的な役割を果たすセリン・スレオニンキナーゼである。mTOR は
mTORC1 (mTOR complex 1)及びmTORC2 (mTOR complex 2)と呼ばれる 2つの複合体を
作り機能していると考えられている。どちらの複合体も酵素活性は mTOR に由来し、
mLST8、DEPTOR を共通して含む。mTORC1にはさらに特異的な結合タンパク質として
RAPTOR、PRAS40が含まれ、mTORC2には RICTOR、mSIN1、PROTOR1/2が含まれ
る[113]。 
 mTORC1は増殖因子やストレス、アミノ酸などに応答し、活性が制御される。mTOR の
上流で中心的な役割を果たす因子として、TSC1/2 (tuberous sclerosis)複合体と RHEB 
(Ras homolog enriched in brain)タンパク質が知られている。RHEBタンパク質は低分子
量 G タンパク質であり、GTP 結合型の RHEB は mTORC1 の活性を促進する[114]。一方
TSC1/2 複合体は RHEB タンパク質を GTP 結合型から GDP 結合型に変化させる RHEB
の抑制因子である[115, 116]。TSC1/2 は複数のシグナルによって制御されているが、増殖
因子のシグナルが入ることで、特に AKT、ERK1/2、RSK1によって直接的にリン酸化され
活性が抑制されることが分かっている[117-119]。一方で、アミノ酸のロイシンとアルギニ
ンにより、低分子量Gタンパク質であるRAGファミリータンパク質(RAGA, RAGB, RAGC, 
RAGD)の活性が変化し、mTORC1 が制御されることも報告されている[120]。活性化した
mTORC1 は S6K や 4EBP1 をリン酸化することで、タンパク合成を制御し [119]、
ULK1/ATG13/FIP200 をリン酸化することでオートファジーを制御することが知られてお
り[121-123]、他にも脂質合成や低酸素応答等にも働くことが報告されている[113]。 
 mTORC2 の制御メカニズムは不明な点が多いが、増殖因子の刺激により、PI3K の下流
で制御されることが分かっている。mTORC2は AKTや PKCαをリン酸化し、細胞増殖や
細胞内骨格の制御に関与すると考えられている[124, 125]。 
 Rapamycinは放線菌 Streptomyces Hygroscopicusが生産する化合物であり、mTORC1
の阻害剤である。Rapamycin の誘導体(rapalogs)の temsirolimus や everolimus が腎臓が
ん、乳がん、膵内分泌腫瘍等で抗腫瘍活性を示すことが示されており、現在臨床で使用さ
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れている [126-129]。しかしその効果は限定的であることも報告されている [113]。
Rapamycin はまず FKBP12 と複合体を形成し、この複合体が mTOR の FRB ドメインに
結合すると考えられており、この 3 者複合体の共結晶も報告されている[130-132]。おそら
くはこの作用機序に起因して、rapamycinによるmTORの阻害活性は基質によって異なっ
ている。RapamycinはmTORC1による S6Kのリン酸化を阻害する。一方でmTORC1に
よる 4EBP1 のリン酸化を rapamycin は部分的にしか阻害せず、mTORC2 の活性を
rapamycin は阻害しないことが報告されている[133, 134]。Rapalogs も同様の部分的な
mTORC1阻害剤と考えられ、臨床で抗腫瘍活性が限定的であることの理由の 1つには、こ
の部分的抑制というメカニズムに起因するものと考察されている。一方で mTOR の ATP
結合ポケットにはまるキナーゼ活性の阻害剤は mTOR の基質のリン酸化を幅広く阻害し、
rapalogs よりも強い増殖阻害を示すことが報告されている。これらの報告の中で、特に
4EBP1 のリン酸化の阻害活性が重要であると報告されている[133-135]。現在 mTOR のキ
ナーゼ阻害剤としては AZD8055、AZD2014、INK128、DS-3078aなどが報告されており、
臨床試験が行われている[136-139]。 
 RAS は PI3K-AKT 経路、及び RAF-MEK1/2-ERK1/2 経路を制御するため mTOR の活
性も制御すると考えられる。KRAS の変異が非常に多い膵臓がんに注目してみると、
PI3K/AKT経路が変化し、mTORも活性化されていることが示唆されている[140-142]。一
方、mTOR キナーゼ阻害剤の感受性の検討においては、KRAS 遺伝子変異を持つ細胞は比
較的 mTOR 阻害剤に抵抗性を示すことから、KRAS 変異がんの mTOR 依存性は高くない
とも想定されている[143]。 
 Rapamycin や rapalogs、また mTOR キナーゼ阻害剤は多くのがんのモデルで抗腫瘍活
性を示しているが膵臓がんに関する報告は比較的少ない。最近Matsubaraらは、膵臓がん
のがん幹細胞様活性を rapamycin が阻害することを報告している。この報告では、複数の
膵臓がん細胞株において、がん幹細胞様活性であるコロニー形成能を rapamycin が阻害す
ることが報告されている。しかしコロニー阻害活性は細胞株によって異なり、PANC-1細胞
では 50%程度しか阻害しないことも同時に示されている[144]。 
 今回、膵臓がんにおける KRAS の機能解析を行う中で、KRAS 変異膵臓がん細胞におい
て、特に RAF-MEK1/2-ERK1/2経路とmTOR の活性が KRASによって制御されていると
考えられた。mTOR制御のメカニズムの一端として、KRASがmTORと複合体を作ること
も判明した。さらに、KRAS変異膵臓がん細胞において、mTOR及びMEK1/2がコロニー
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形成に必須の役割を果たしていることを示す結果が得られたため、以下に報告する。  
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図 15 mTORのシグナル伝達経路と RASの関係 
Laplanteらの報告[113]を改変し示した。 
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材料および方法 
(1) 細胞株 
 BxPC-3、CFPAC-1、MIAPaCa-2、PANC-1細胞株は American Type Culture Collection
から購入した。PSN-1細胞株は European Collection of Cell Cultures から購入した。293A
細胞株は Life Technologies から購入した。SUIT-2 細胞株はヒューマンサイエンス研究資
源バンクから購入した。 
 MIAPaCa-2、PANC-1、293A細胞株は 10% FBSを含む DMEM培地中、37℃、5% CO2
存在下で培養した。実験に応じて血清飢餓条件にする際は、0.5％ FBS を含む DMEM に
置換し 24時間培養をおこなった。BxPC-3、CFPAC-1、PSN-1、SUIT-2細胞株は 10% FBS
を含む RPMI1640 培地中、37℃、5% CO2存在下で培養した。実験に応じて血清飢餓条件
にする際は、0.5％ FBSを含む RPMI1640培地に置換し 24時間培養をおこなった。 
 
(2) 化合物 
 Temsirolimusは LC laboratories から購入した。PD0325901は Axon Medchemから購
入した。AZD8055 [136]、GDC-0941 [145]は第一三共社内で合成した。どの化合物も DMSO
に 10 mMとなるようにストック溶液を作製し、適宜 DMSOで希釈して使用した。 
 
(3) KRASのノックダウン実験 
 ノックダウン実験に用いた siRNA は Dhamarcon から購入した。Control siRNA 
(D-001810-02)、KRAS siRNA (J-005069-08)。  
 各種がん細胞株を 2×105 個ずつ 6 ウェルプレートに播種し、同時に RNAiMax (Life 
Technologies)を用いて、最終濃度 5 nMとなるように siRNAをトランスフェクトした。翌
日培養液を 0.5% FBSを含む DMEMまたは RPMI1640培地と交換し、さらに 24時間培養
を行った。細胞を冷やしたPBSで洗浄後、buffer A (50 mM Tris HCl、pH 7.5、150 mM NaCl、
10 mM MgCl2、1 mM EGTA、1%-Triton X-100)にフォスファターゼ阻害剤カクテル(P5726、
P0044: 共に Sigma Aldrich)とプロテアーゼ阻害剤(Complete EDTA free、Roche)を加えた
溶液を用いて、細胞ライセートを作製し、ウェスタンブロット法にて解析した。 
 
(4) ウェスタンブロッティング解析 
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 細胞ライセートまたは免疫沈降したサンプルは SDS-PAGEで展開後に PVDF膜に転写
した。PVDF膜は 5% skim milk (Life Technologies)を加えた TBST でブロッキングした。
一次抗体として使用した抗体の由来は以下の通り。抗 KRAS抗体は Santa Cruz 
Biotechnologyから購入した。抗リン酸化 S6K (T389)、S6K、リン酸化 S6 (S240/S244)、
S6、リン酸化 4EBP1 (T37/T46)、4EBP1、リン酸化 ERK1/2 (T202/Y204)、ERK1/2、リ
ン酸化 AKT (S473)、リン酸化 AKT (T308)、AKT抗体は Cell Signaling Technologyから
購入した。2次抗体としては HRPが結合した anti-rabbit IgGまたは anti-mouse IgG (ど
ちらも GE healthcare)を使用した。HRPが結合した抗 FLAG M2 抗体(Sigma Aldrich)も
あわせて使用した。Western Lightning ECL Pro (PerkinElmer)または Super Signal West 
Femto (Thermo Fisher Scientific)を用いて、HRPに由来する化学発光を検出した。 
 
(5) 接着条件での増殖試験 
 接着条件での増殖試験は以下のように実施した。各細胞株を 1000細胞ずつ 96ウェルプ
レートに播種し、翌日化合物を添加した。化合物添加から 3日間さらに培養を行った。化
合物添加時 (Day 1)と、3日間の化合物処理後 (Day 4)に、ATPlite (PerkinElmer)を添加
し、10分間混合後、発光強度を測定した。Day 4と Day 1の ATPliteシグナルの比を取る
ことで細胞増殖速度を計算し、細胞増殖を 50%阻害する濃度を GI50値として算出した。 
 
(6) コロニー形成試験 
 コロニー形成試験は以下のように行った。各細胞をトリプシン処理で剥離させ、培地に
懸濁したうえで細胞数を全自動セルカウンターTC10 (Bio-rad)を用いて測定した。10% 
FBSを添加した DMEM培地または RPMI1640培地に対して、さらに最終濃度 0.9 %とな
るようにメソカルトH4100溶液(Stemcell Technologies)、最終濃度 2 mMのグルタミン溶
液(Life Technologies)、最終濃度 100 units/mLのペニシリン及びストレプトマイシン溶液
(Life Technologies)を添加したうえで、細胞を必要数添加し、メソカルト培地懸濁細胞を準
備した。コロニー数測定のためには、24 Well Ultra Low Attachment Plate(Corning)に 125
個の各細胞を含むメソカルト培地を 500 μL播種した。適宜顕微鏡観察し、6日～17日に
かけてコロニー数を測定した。30細胞以上の塊を 1コロニーとした。 
 コロニー形成条件での増殖阻害試験においては、96 Well Ultra Low Attachment Plate 
(Corning)を用い、試験化合物と 250個の各細胞を添加したメソカルト培地を 100 μL添加
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した。細胞に応じて、6日～13日間培養した。細胞数の測定のために Alamar blue溶液(Life 
technologies)を 10 μL添加し、37℃インキュベーターで 2~6時間培養後に、蛍光(励起光
560 nm、蛍光 590 nm)を測定した。細胞非添加ウェルのシグナルをバックグラウンドとし、
DMSO添加ウェル(コントロール)のシグナルを基準として各阻害剤添加時の相対的な細胞
量を求めた。さらに細胞増殖を 50%阻害する GI50を算出した。 
 
(7) プラスミドベクターの構築 
 哺乳類細胞発現用プラスミドとして pCIneo (Promega)、pcDNA4/HisMax (Life 
Technologies)を用いた。PCRを用いて各遺伝子を増幅し、制限酵素サイトに入れる方法で
プラスミドベクターに組み込んだ。KRAS遺伝子として KRAS4B配列を用いた。変異導入
は、QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)に準じて行った。 
表 5に第 3章で使用したプラスミドベクターの一覧を記載する。 
 
 
 
(8) FLAG融合タンパク質の免疫沈降 
 プラスミドベクターを293A細胞にLipofectamine LTX (Life Technologies)を用いて導入
した。翌日、培地を DMEM + 0.5% FBS に置換し、さらに 24時間培養した。細胞を冷や
した PBSで洗い、buffer A に Complete EDTA free (Roche)を加えた溶液で溶解させた。
遠心して上清を回収し、細胞ライセートを調製した。タンパク質濃度は Bio-Rad DC assay 
kit (Bio-Rad)を用いて測定した。各サンプルでタンパク質濃度をそろえた上で、抗 FLAG 
M2抗体アフィニティーゲル(Sigma Aldrich)を加え、4℃で 2時間穏やかに振盪しながら混
合した。ゲルを buffer Aで 5回洗浄した後、抗 FLAG M2抗体アフィニティーゲルに結合
したタンパク質を溶出 buffer S (114 mM Tris-HCl、pH 6.8、1.8 mM SDS、18 mM glycerol、
100 mM dithiothreitol)で回収した。 
  
表5：　第3章の実験で使用したプラスミドベクター
名称 Plasmid backbone insert (transgene) tags
RAS 関連ベクター
FLAG-KRAS(G12V) pCIneo KRAS(G12V) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(WT) pCIneo KRAS(WT) FLAG (N-term)
FLAG-KRAS(S17N) pCIneo KRAS(S17N) FLAG (N-term)
mTOR 関連ベクター
His-mTOR(1362-2549aa) pcDNA4/HisMax mTOR(1362-2549aa) 6×His (N-term)
58 
 
結果 
(1) KRAS 変異がんにおける KRASシグナルの解析 
 KRAS はエフェクター分子である RAF、PI3K などと結合し複数のシグナルを制御する
と考えられているが、膵臓がん細胞でどのシグナルが KRAS の制御下にあるかについては
詳しく分かっていない。そこで膵臓がん細胞株を用いた KRAS のノックダウン実験を行っ
た(図 16)。KRAS 変異膵臓がん細胞である PSN-1、PANC-1、MIAPaCa-2 細胞で共通し
て、RAF-MEK1/2-ERK1/2経路の活性の指標である ERK1/2のリン酸化が低下した。PI3K
の活性化の指標であるリン酸化 AKT (S473)、及びリン酸化 AKT (T308)は PSN-1、PANC-1
では低下傾向はあるものの余り明確ではなかった。MIAPaCa-2 細胞においては KRAS の
siRNA 処理により、AKT の 2 箇所のリン酸が共に上昇した。一方で、mTOR の活性の指
標である、S6Kのリン酸化や S6のリン酸化はどの細胞株でも共通して顕著に低下した。さ
らに PSN-1、MIAPaCa-2 細胞においては 4EBP1 のリン酸化も低下した。RAS 野生型の
BxPC-3細胞においては、KRASのノックダウンにより S6K及び ERK1/2のリン酸化が減
少したが、その度合いは KRAS変異がん細胞に比較すると小さいものだった(図 16)。 
 Ebiらは大腸がん細胞を使った実験において、KRASのノックダウンにより S6のリン酸
化や ERK1/2のリン酸化が低下する一方で、AKTのリン酸化は殆ど変化しないことを報告
している。さらに MEK1/2 阻害剤を処理した場合に S6 のリン酸化が低下することから、
MEK1/2 の下流で mTOR の活性が制御され、S6 のリン酸化が制御されるものと考察して
いる[146]。膵臓がん細胞で同様のメカニズムで S6Kや S6のリン酸化が制御されているか
どうかを解析するために、MEK1/2阻害剤である PD0325901を 6時間処理し、細胞内シグ
ナルを解析した(図 17)。ERK1/2のリン酸化は PANC-1細胞、MIAPaCa-2細胞で共通して
10-1000 nMの PD0325901でほぼ完全に抑制された。S6K、S6のリン酸化は PANC-1細
胞では 1000 nM の PD0325901 処理でも全く変化せず、MIAPaCa-2 細胞では最小濃度で
ある 10 nMの PD0325901処理においても顕著な阻害が確認された。 
 
(2) mTOR阻害剤、MEK1/2阻害剤、PI3K 阻害剤を用いた検討 
 膵臓がん細胞の増殖がどのシグナルに依存しているかを検討するため、mTOR、MEK1/2、
PI3Kの阻害剤が増殖に与える影響を検討した。まず通常の培養法である接着条件での検討
を行った(図 18)。mTORキナーゼ阻害剤AZD8055の増殖阻害効果は細胞間で差が見られ、
CFPAC-1 や MIAPaCa-2、BxPC-3 は感受性が高かったが PANC-1 は感受性が低かった。
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Rapalogである temsirolimusは 1 nM前後から増殖阻害効果を発揮したが、その増殖阻害
効果は 100 nM 程度で頭打ちになった。CFPAC-1 は temsirolimus に対する感受性が高か
ったが、最高濃度でも部分的な細胞増殖抑制にとどまった。MEK1/2 阻害剤である
PD0325901の増殖阻害効果は、細胞間で非常に差があった。PSN-1、SUIT-2、MIAPaCa-2
は感受性が高く 10 nM程度のGI50を示した。RAS野生型であるBxPC-3も 111 nMのGI50
を示した。一方で CFPAC-1、PANC-1は PD0325901に対する感受性が低く、特に PANC-1
細胞はほとんど増殖が阻害されなかった。PI3K阻害剤である GDC-0941は RAS野生型で
ある BxPC-3 に対して最も強い増殖阻害活性を示した。KRAS 変異膵臓がん細胞である他
の細胞に対しては比較的弱い効果を示し、PANC-1細胞は最も低感受性であった(図 18)。 
 次にコロニー形成条件での検討を行った。RAS 野生型の膵臓がん細胞株である BxPC-3
細胞は、コロニーを全く形成しなかった。それに対して、KRAS 変異膵臓がん細胞である
PSN-1、MIAPaCa-2、CFPAC-1、PANC-1細胞はコロニーを形成した(図 19)。次に KRAS
変異膵臓がん細胞を用いて、コロニー形成条件での阻害剤の効果を検討した。AZD8055は
どの細胞株でもほぼ完全に増殖を抑制し、10-20 nMの濃度で GI50を示した。Temsirolims
はどの細胞株でも同様の阻害活性を示したが、最高濃度である 10 μM でも増殖を阻害し
きらなかった。PD0325901 はほぼ完全に増殖を抑制し、CFPAC-1、PSN-1、PANC-1、
MIAPaCa-2に対しては 1.2 nM以下の GI50を示し、SUIT-2に対しても 7.3 nMの GI50を
示した。GDC-0941 は SUIT-2、PANC-1 細胞に対して 200 nM 程度の GI50を示した。一
方CFPAC-1は接着条件での結果と異なり、コロニー形成条件では感受性が低下した(図20)。 
 
(3) KRASはmTOR と結合する 
 ここまでのアッセイから、mTOR の活性が KRAS により制御されていると考えられた。
そのメカニズムに迫るため、KRASとmTORの結合する可能性を考え検討を行った。293A
細胞に FLAG-KRAS(G12V)、KRAS(WT)、KRAS(S17N)を発現させ、抗 FLAG 抗体によ
り免疫沈降を行ったところ、mTOR がどの KRAS変異体とも共免疫沈降することが判明し
た(図 21a)。さらにmTORの 1362aa-2549aaの部分タンパク質も KRAS(S17N)との結合活
性を示した(図 21b)。  
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考察 
 KRAS は様々な経路を制御することが報告されているが、膵臓がん細胞においてどの経
路が特に KRAS活性に依存しているのかについての報告は少ない。本検討において、KRAS
のノックダウンにより、KRAS 変異膵臓がん細胞で共通してリン酸化 ERK1/2 量が低下し
たことから、RAF-MEK1/2-ERK1/2の活性は確かに KRASに依存していることが示唆され
た。KRAS のノックダウンは、AKT のリン酸化に対して PSN-1 や PANC-1 細胞ではそれ
ほど大きな影響を与えず、MIAPaCa-2細胞においては、KRASのノックダウンによりむし
ろ AKTのリン酸化が上昇した。これは予想に反する結果であったが、似た結果も報告され
ており[107]、また大腸がん細胞[146]や急性骨髄性白血病細胞[31]においても観察されてい
る。またこの結果に関してはフィードバック経路の影響も考える必要がある。
RAF-MEK1/2-ERK1/2 の活性が低下することによりレセプターチロシンキナーゼが活性化
し、PI3K が活性化されるとの報告もあることから[53]、特に MIAPaCa-2 細胞において同
様のメカニズムにより AKTのリン酸化が上昇した可能性が考えられる。 
 一方で KRASのノックダウンによりmTOR の下流である S6K、S6、4EBP1のリン酸化
が低下したことから、KRAS の活性により mTOR 活性が制御されていると考えられた(図
16)。Ebi らは大腸がん細胞を使った検討において、KRAS のノックダウンによって、同様
にmTORの活性が低下することを報告している。そのメカニズムとして、MEK1/2の活性
によって mTOR が制御されているものと報告している[146]。しかし私の検討では、
MIAPaCa-2 細胞においては MEK1/2 の阻害により S6K のリン酸化が低下するものの、
PANC-1 細胞においては MEK1/2 の阻害は S6K のリン酸化に影響を与えなかった(図 17)。
これらの結果は、MEK1/2 の活性や AKTの活性に依存しない、KRAS による mTOR 制御
機構があることを示唆する。 
 mTOR の制御には、RHEB、RAG といった低分子量 G タンパク質が関与することは良
く知られている。特に RAS と非常に似たタンパク質である RHEB タンパク質[147]に関し
ては、GTP型 RHEB のみならず GDP結合型 RHEB もmTORと結合を示すこと、mTOR
の 2148～2191 番目のアミノ酸付近に結合することが報告されている[114]。今回の検討に
おいて、KRAS(G12V)、KRAS(S17N)がともにmTOR に結合することが分かった(図 21a)。
さらに mTOR の 1362 番目～2549 番目の部分タンパク質も KRAS に結合することが判明
した(図 21b)。KRAS と mTOR の結合は、一般的なエフェクター分子とは異なる結合様式
を示してはいるが、RHEBとmTORの結合試験と似た結果であり、RHEBと同様に KRAS
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がmTORを制御している可能性が考えられる。局在の観点からは、mTORはリソソームに
おいて RHEBや RAGと結合するとされており[113]、細胞膜に局在すると考えられている
KRASとの結合は奇異にも思われる。しかし膵臓がんにおいては KRAS が過剰発現してい
ることが知られており[148]、過剰発現した KRASが細胞膜以外にも局在することは十分に
考えられる。一方で、KRAS の結合が、mTOR の活性に影響を与えるか否かについては検
証実験を行えておらず、今後の課題といえる。 
 膵臓がん細胞において KRAS が RAF-MEK1/2-ERK1/2 や mTOR を制御することから、
MEK1/2阻害剤 PD0325901やmTORキナーゼ阻害剤 AZD8055がKRAS変異がんに対し
て効果を示すことを期待し、増殖試験を行った。通常の接着培養においては、細胞により
様々な感受性を示した(図 18)。従って、通常の接着条件での増殖については、MEK1/2 や
mTOR への依存度は、KRAS 変異以外の要素により変化するものと想定され、これまでの
試験報告にも沿った結果であると考えられる[143]。 
 RAS 変異により、細胞には様々な変化が生じることが知られているが、その中でもがん
との関連で特に重要と考えられる活性がコロニー形成活性である。例えば、KRAS 遺伝子
変異を持つ大腸がん細胞 HCT-116 と DLD-1 株での検討において、KRAS 変異の遺伝子破
壊株は通常の培養でも増殖は阻害されるものの、コロニー形成実験においてさらに顕著な
増殖阻害が観察されている[25]。同じ報告の中で in vivoでの増殖活性も KRAS変異の遺伝
子破壊により効率よく阻害されている。同様の報告は他にも複数報告されている[45, 149]。
今回の検討においても、RASが野生型である BxPC-3 細胞はコロニー形成活性を示さなか
ったが、KRAS 変異細胞株であるMIAPaCa-2、PSN-1、CFPAC-1、PANC-1、SUIT-2 細
胞はコロニー形成を示した(図 19)。この結果は膵臓がん細胞においても KRAS 変異により
コロニー形成活性が付与されていることを示唆する。阻害剤のコロニー形成に対する影響
を確認したところ、どの細胞株においても mTOR キナーゼ阻害剤である AZD8055 はほぼ
完全な増殖阻害を示し、低濃度で効果を発揮することが判明した(図 20)。また MEK1/2 阻
害剤である PD0325901 も同様に、非常に低い濃度で増殖阻害を示した。この結果から、
KRAS によって付与されると考えられるコロニー形成活性において、特に
RAF-MEK1/2-ERK1/2 経路や mTOR の活性が重要であることが示唆される。コロニー形
成活性は in vivoでの造腫瘍性と相関することが期待されるため、in vivoでの薬効について
今後の検討が期待される。面白いことに rapalogである temsirolimusは接着培養時、及び
コロニー形成試験どちらにおいても不完全な増殖阻害を示した。Temsirolimus 処理時に
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4EBP1 のリン酸化が部分的にしか阻害されないことなどから、temsirolimus は限定的な
mTORC1 阻害活性を示すと報告されており、同様の増殖阻害活性が複数報告されている
[133-135]。一方で、temsirolimus とほぼ同様の活性を持つと考えられる rapamycin が
KRAS変異膵臓がん株である Capan1-M9の in vivo増殖をほぼ完全に抑制したとの報告が
ある[144]ことから、rapamycin以上の増殖抑制活性を持つ AZD8055などmTOR キナーゼ
阻害剤も同程度以上の in vivo増殖抑制活性を示すのではないかと期待される。PI3K 阻害
剤 GDC-0941については、AZD8055や PD0325901と比較すると、それほどはっきりとし
た傾向を示さなかった。また感受性細胞である IGROV1は GDC-0941に対して 70 nMの
GI50を示すことが報告されており[145]、今回の検討で得られた KRAS変異膵臓がん細胞の
GI50 値は相対的に大きい値であった。KRAS のノックダウン実験の結果も合わせて考える
と、KRAS変異膵臓がん細胞は PI3K活性への依存度が高くはないものと考えられる。 
 以上のように、本研究において、膵臓がん細胞においてmTOR が KRASによって確かに
制御されていること、mTOR が特にコロニー形成活性に重要であることを示した。これら
の結果から、mTOR のキナーゼ阻害剤が膵臓がんにおいて効果的に増殖阻害を示すことが
期待される。一方で MEK1/2 阻害剤も同様の活性を示しているものの、膵臓がんの臨床試
験においては薬効を示せていない[45, 48]。したがってmTOR やMEK1/2のみの阻害では
不十分である可能性も高い。今後はmTOR やMEK1/2阻害と他の標的阻害剤の併用検討が
必要になると考えられる。膵臓がんは非常に難治性のがんであり、新規の治療法の開発が
待たれている。本検討結果が膵臓がんの治療につながるものとなることを期待する。 
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図 16 膵臓がん細胞株における KRASノックダウン時の細胞内シグナル 
BxPC-3、PSN-1、PANC-1、MIAPaCa-2細胞において、KRASまたは Ctrlの siRNAを 5 
nMで導入した。翌日、培養液を 0.5% FBS添加した RPMI1640または DMEMに置換し
血清飢餓条件とした。さらに 24時間後、細胞ライセートを回収した。各種タンパク質、及
びリン酸化タンパク質をウェスタンブロット法を用いて解析した。 
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図 17 PANC-1、MIAPaCa-2細胞におけるMEK1/2阻害剤の効果 
PANC-1細胞、MIAPaCa-2細胞をDMEM + 0.5% FBSの血清飢餓条件とし 18時間培養後、
PD0325901を最終濃度 10 - 1000 nM 添加し 6時間培養後に細胞ライセートを調製した。
細胞内シグナルについて、抗リン酸化 ERK1/2、ERK1/2、リン酸化 S6K、S6K、リン酸化
S6、S6 抗体を用いてウェスタンブロット法によって解析を行った。 
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図 18 mTOR、MEK1/2、PI3K阻害剤の膵臓がん細胞株の接着条件での増殖に与える効果 
各細胞を 96 wellプレートに播種し、接着させた後、各化合物を添加し 3日間培養した。細
胞量を ATPlite試薬を用いて測定し、3日間の細胞増殖の程度を計算した。 
(a) 各化合物による増殖阻害のグラフ。 
(b) AZD8055、temsirolimus、PD0325901、GDC-0941について増殖を 50％阻害する濃度
を計算しまとめた。 
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図 19 膵臓がん細胞株のコロニー形成活性 
BxPC-3、MIAPaCa-2、CFPAC-1、PSN-1、SUIT-2、PANC-1 細胞をメソカルト H4100
を含む培地に 125細胞ずつ懸濁し、培養した。12-15日培養後に、コロニー数を計測した。
コロニー数の平均と標準偏差を示した。 
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図 20 mTOR、MEK1/2、PI3K阻害剤の膵臓がん細胞株のコロニー形成活性に与える効果 
各細胞を化合物を添加したメソカルト含有培地において 6~13日間培養し、alamar blue試
薬を用いて、細胞増殖の程度を計算した。 
(a) 各化合物による増殖阻害のグラフ。 
(b) AZD8055、temsirolimus、PD0325901、GDC-0941について増殖を 50％阻害する濃度
を計算しまとめた。 
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(a)                 (b)  
  
 
図 21 mTORと KRASの結合の解析 
(a) 293A 細胞に FLAG-KRAS の各変異体をトランスフェクトし、翌日培地を DMEM + 
0.5% FBSに置換した。24時間培養後、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降した。抗mTOR、
FLAG抗体を用いてウエスタンブロット法によって解析した。 
(b) 293A 細胞に mTOR (1362-2549aa: 1362C)プラスミドと共に、Ctrl ベクターまたは
FLAG-KRAS(S17N)をトランスフェクトした。翌日培地をDMEM + 0.5% FBSに置換した。
24 時間培養後、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降した。抗 mTOR、FLAG 抗体を用いてウ
エスタンブロット法によって解析した。 
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総括 
 今回の検討から、新規の KRAS結合因子として、IQGAP1、AGK、PLCD3そしてmTOR
が得られた。本検討から、KRASの新たな制御や下流の一端を見いだすことが出来た。面
白いことに今回得られた新規の結合タンパク質はGTP型KRASのみならずGDP型KRAS
にも結合することが判明した。がんにおける変異 KRASタンパク質は常時 GTP型であると
考えられており、多くの研究は GTP型 KRASに特異的に結合するタンパク質に着目する一
方で、GDP型 KRASにも結合するタンパク質の解析が後回しにされてきた可能性がある。
KRAS、HRAS、NRASの比較において、IQGAP1は KRASとのみ結合し、AGK、PLCD3
は KRASと NRASに結合することが判明した。このような RASアイソフォーム間で選択
性を有する結合タンパク質の報告は少ない。がんにおいては KRAS、NRASの変異が多く、
HRASの変異は少なく、何らかの違いがあることが想定される。IQGAP1、AGK、PLCD3
といった結合タンパク質の解析が各RASアイソフォームの役割の違いの理解に貢献すると
思われる。 
 一方でmTORに関しては、もともとKRASの下流として認識されてはいたものの、KRAS
変異膵臓がん細胞はむしろmTOR活性への依存度が低いとも認識されてきた。しかし今回
の検討から、mTOR は KRASの下流で機能していること、特に KRASに付与されると考
えられるコロニー形成に必須の役割を果たすことが分かった。KRASとmTORが結合しう
ることも判明し、この結合が KRASによるmTORの制御メカニズムの 1つの可能性と考え
られた。 
 今回の一連の検討から、KRAS変異がんの抗腫瘍標的として AGK、mTOR が特に有効で
ある可能性が考えられた。中でもmTORの阻害剤は現在臨床開発研究が進んでいる状況で
ある。歴史的に、mTOR阻害剤は乳がんや腎臓がんでの薬効が最初に見出された。一方で、
感受性が低いと考えられていた膵臓がんへの適応は余り議論されていない。しかし、本検
討結果からは、膵臓がんにも薬効を示す可能性が示唆されており、今後の臨床応用を特に
期待したい。 
 一方で、現在までほとんどの分子標的薬は、膵臓がんの臨床試験において効果が得られ
ておらず、単独の標的の阻害では膵臓がんの治療は困難であるとも想像される。分子標的
薬の併用検討が今後の課題としてあげられるが、その中においても今回の検討結果が応用
されることを期待したい。 
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